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RESUMEN 
La Leucocytozoonosis es una infección parasitaria de aves transmitida por vectores. A 
nivel mundial han sido incriminados en esta transmisión algunas especies  miembros de 
la familia Simuliidae, específicamente los géneros Simulium,  Prosimulium,  Cnephia y 
Twinia, a excepción de L. caulleryi quien es transmitido por Culicoides arakawe. Hasta 
antes del estudio de Rodríguez (2003), se consideraba que éste  parásito presentaba una 
distribución netamente Neártica, observándose un gradiente latitudinal con respecto a 
las prevalencias del mismo. Estudios previos realizados en Colombia en zonas bajas y 
cálidas, registraban una prevalencia de infección por Leucocytozoon sp cercana al 0,1% 
relacionada con aves migratorias. Rodríguez 2003 registra la presencia de este parásito, 
en aves residentes de Parque Nacional Natural Chingaza en una prevalencia del 21.3%, 
cercana a la registrada por Valkiunas 2005 en zonas Neárticas. Este hallazgo indica el 
establecimiento del ciclo de transmisión de un parásito en un ecosistema de páramo 
Neotropical, donde se especulaba no existía un vector capaz de infectarse y  transmitir 
el parasito. Los estudios enfocados a dimensionar el impacto de esta infección en las 
poblaciones son escasos, lo que se conoce acerca del comportamiento del parásito en 
estas poblaciones  son en su mayoría extrapolaciones de los casos que se han presentado 
en aves de corral. A este respecto, Moreno y Sánchez  2000, encontraron formas 
tisulares de dicho hemoparásito en aves ponedoras de la ciudad de Bogotá. Es así como 
la aparición de este parásito en granjas avícolas y vida silvestre debe ser 
cuidadosamente analizada y seguida, pues en países del Neártico, como EEUU y 
Canadá,  ha producido grandes pérdidas económicas en los avicultores. 
En Colombia, no existen estudios sobre el impacto en áreas silvestres o en áreas 
productivas por la presencia de este hemoparásito.  Por tal motivo, El grupo de 
investigación Relación parasito- hospedero: modelo hemoparásitos aviares se ha 
concentrado en la búsqueda y posible incriminación de un vector, como un parámetro 
básico en el establecimiento de medidas de control, además de informar acerca de la 
ecoepidemiología de esta enfermedad. De éste modo el grupo en mención  es el primero 
en asumir la histopatología de este parásito en vida silvestre.  Analizado sobre tejidos de 
Turdus fuscater capturados en el PNN Chingaz, analizados por extendido de sangre 
periférica, PCR en búsqueda del parásito en tejido e histopatología. Los resultados de 
los extendidos son concordantes con los de PCR en cuanto a la detección de 
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Leucocytozoon, mientras que el valor de concordancia con la histopatología es más 
bajo. Esta última técnica permitió observar formas evolutivas del parásito en encéfalo y 
pulmón, sin respuesta inflamatoria alguna lo que postula infecciones precedentes y una 
posible relación amigable entre el parasito y su huésped.   
En el presente estudio se realizó un levantamiento entomológico de individuos de la 
familia Simuliidae a través de la búsqueda en cuerpos de aguas corrientes y del género 
Culicoides del PNN Chingaza, por medio de diferentes tipos de trampas. A partir de 
estas colectas se obtuvieron los primeros registros para el PNN Chingaza  de la 
presencia de las especies: Simulium furcillatum, S. anaimense, S.  muiscorum,   
Gigantodax ortizi. Adicionalmente para el género Simulium se encontró una especie que 
para efectos del estudio se denominó Simulium sp1, que presenta una variación de 
caracteres morfológicos con respecto a S. muiscorum y cuyo estatus taxonómico  aun no 
ha sido definido. Para el género Culicoides se encontró la especie  Culicoides suarezi, y 
una especie nueva para el mundo que se encuentra actualmente en descripción. Las 
formas adultas capturadas fueron divididas en grupos, sobre  los cuales se realizaron 
amplificaciones separadas del gen Citocromo B en los sectores cabeza-tórax, alas y 
abdomen del insecto. De estos grupos se observó amplificación positiva en los sectores 
de tórax-cabeza y abdomen en Culicoides n. sp. Con la secuencia obtenida se realizó la 
búsqueda de coincidencias en la base de datos Gene Bank, que arrojó una similitud del 
78% con la secuencia proteica de L. dubreuili y L. fingillinarum. 
Adicionalmente en las colectas se observó abundancia marcada de las especies de 
Culicoides sobre las de simúlidos, los primeros fueron preferencialmente capturados en 
trampas de cebo. En suma estos hallazgos postulan a Culicoides n. sp. como posible  
vector del parásito; sin descartar que los simúlidos presentes en el parque puedan 
cumplir esta función. Hallazgo de vital importancia pues sería el segundo caso de 
transmisión por un miembro de la familia Ceratogonidae asociado con una especie de 
Leucocytozoon. Con este estudio se estandarizó la técnica para el diagnóstico molecular 
de malaria aviar para Colombia, se realizaron los primeros registros de miembros de la 
familia Simuliidae y Ceratopogonidae en el PNN Chingaza , se describe una nueva 
especie de culicoides para el mundo y se plantea un posible vector para el 
Leucocytozoon para el Páramo de Chingaza.  
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ABSTRACT 
The Leucocytozoonosis is a parasitic infection of birds transmitted by vectors. 
Worldwide have been incriminated in this transmission some species members of the 
Simuliidae´s family, specifically the gender Simulium, Prosimulium, Cnephia and 
Twinia, the exception is L. caulleryi who is transmitted by Culicoides arakawe.  Until 
recent study of Rodríguez 2003, that parasite was considered typical of Nearctic region, 
where it shows high prevalence.  Previous studies carried out in Colombia in low and 
warm areas, registered a prevalence of Leucocytozoon infection near to 0,1% and related 
with migratory birds. Rodríguez 2003 recordered the presence of this parasite, in 
resident birds of Chingaza Natural National Park in a prevalence of 21.3%, similar to 
that reordered for Valkiunas 2005 in Neartic areas. This discovery suggested the 
establishment of the cycle transmission for this parasite in a Neotropical region 
specifically in Páramo. The low prevalence of this parasite was explained by the 
absence of suitable vector in the region. In this regard, Moreno and Sanchez in 2000, 
found that hemoparasite tissue forms in laying birds in the city of Bogotá. Thus the 
appearance of this parasite in poultry and wildlife should be carefully monitored and 
followed, because in the Nearctic countries like USA and Canada, it has produced great 
economic losses to poultry farmers.    
In Colombia, there are no studies of the impact of this hemoparasite, on wild birds or in 
productive areas. Therefore, the research group called parasite-host relationship: 
hemoparasites avian model, has concentrated its research loocking the possible vector, 
because this information its basic in the establishment of control measures, while 
providing information about the eco-epidemiology disease. In this way the mentioned 
group is the first one in to analyze the histopathology of this parasite in the wild life. 
Blood samples and organs were obtained from Turdus fuscater caught in the Chingaza 
PNN, of which were analyzed smears, tissue by PCR (looking the parasite) and 
histopatology. The results of smears are consistent with those of PCR, in the detection 
of Leucocytozoon sp., while the value of agreement with histopathology is lower. The 
latter technique allowed the observation of evolving forms of the parasite in brain and 
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lung, with no inflammatory response which posits some previous infections and a 
possible friendly relationship between parasite and host.  
In the present study was carried out an entomological survey of the of family Simuliidae 
through search bodies of water, and for gender Culicoides of Chingaza PNN using 
different types of traps. From these collections it was obtained the first records for the 
Chingaza PNN to the presence of the species: Simulium furcillatum, S. anaimense, S. 
muiscorum, Gigantodax ortizi. In addition to the genus Simulium species was found for 
the purpose of study was called Simulium sp1, which has a morphological variation with 
respect to S. muiscorum whose taxonomic status has not yet been defined. As for the 
genus Culicoides found Culicoides suarezi species and another species new to the world 
that is currently on description. Captured adult forms were divided into groups, which 
separate amplifications were performed Cytochrome B gene in head-thorax sections, 
wings and abdomen of the insect. Of these groups, positive amplification was observed 
in the areas of thoracic head and abdomen in Culicoides n. sp. With the sequence 
obtained was done the search for matches with the Gene Bank, where he presented a 
78% similarity with the protein sequence of L. dubreuili and L. fingillinarum.  
 
Additionally, in the collections was observed marked abundance of Culicoides species 
over the Simulium species, the first was captured preferentially with bait trap. In 
summary these findings postulate a Culicoides n. sp. as a possible vector of the parasite, 
this results its very remarkable, because it will be the second association of 
ceratogonidae member in the transmission of Leucocytozoon species.  In this study it 
was possible to standardize to Colombia a molecular methodology to the avian malaria 
diagnosis, also we registered the fists records of Simuliidae and Ceratopognidae 
members to Chingaza NNP. It was described a new Culicoides species for the world, 
and we suggest a potential vector for Leucocytozoon in the Páramo region. 
 
Key words: Leucocytozoon sp, Culicoides, Simúlidos, Parque Nacional Natural 
Chingaza, Aves silvestres  
12 
 
 
INTRODUCCIÓN 
 
Colombia ha sido considerado un país megadiverso, con tan solo el 0.7% de la 
superficie continental mundial, alberga  aproximadamente el 10% de la biodiversidad 
presente en todo el planeta (I.A.v.H. 1998; Myers et al., 2000). El país se encuentra 
ubicado en el primer lugar a nivel mundial en biodiversidad en la clase Aves; se han 
reportado 1865 especies, correspondientes aproximadamente al 20% del total mundial 
(Andrade 1990; Salaman et al., 2001).  
 
El conocimiento de los parásitos que infectan un hospedero o grupos de hospederos es 
un fuerte indicio de las relaciones tróficas de un ecosistema, pues podemos conocer de 
qué organismos se alimenta el hospedero y a cuales sirve de alimento, con lo cual el 
parásito podría completar su ciclo de vida, de este modo también se puede valorar el 
riesgo de surgimiento de enfermedades que afecten la población humana (Brooks et al. 
2001). No se conoce con certeza el número de especies de organismos que presentan  
forma de vida parasítica, pero se ha estimado que al menos 50% de las especies que 
existen en el planeta son parásitos (Price 1980). El hecho de estar presentes en los 
ecosistemas, en cantidades y por tanto biomasas considerables, sería suficiente para 
justificar que estos organismos fueran considerados dentro de los proyectos de 
inventarios biológicos, por otro lado cabe considerar que los parásitos son agentes 
causales de enfermedad, tanto de la flora y fauna silvestres, como del hombre y los 
animales que este ha domesticado, lo que potencialmente trae consigo un impacto 
socioeconómico y de salud pública muy importantes (Hoberg 1977). 
 
Dentro de la amplia variedad de ecosistemas que posee Colombia, se encuentra el 
páramo. Los páramos en América se extienden desde Costa Rica  hasta el norte del Perú 
en el sur y hasta Venezuela en el Oriente (I. A. v. H. 1998). Regionalmente, Colombia 
posee la zona más importante de páramos, tanto por superficie como por diversidad. El 
parque Nacional Natural Chingaza se encuentra situado en el macizo de Chingaza, una 
de las más extensas y altas culminaciones de la cordillera oriental de Colombia, 
abarcando un territorio de 76600 Ha de área protegida, en su mayoría por encima de los 
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3000 m de altitud; zona que corresponde a páramo abierto Adicionalmente junto con el 
páramo de Sumapaz, constituyen la mayor extensión de páramo del mundo 
(INDERENA 1986, Vargas y Pedraza 2004).  
Estudios exploratorios  de nuestro grupo en el Páramo de Chingaza demostraron una 
prevalencia cercana al 20% de infección por el parásito del género Leucocytozoon en las 
aves residentes. Las especies aviares más comúnmente infectadas fueron las mirlas 
negras (Turdus fuscater – Turdus serranus) (Rodríguez, 2003). El parásito del género 
Leucocytozoon  para el Neotrópico ha sido encontrado en baja prevalencia (0.1%) o 
total ausencia, en contraste a los registros en la avifauna del Neártico (17.7%) (White et 
al. 1978; Greiner et al. 1975), su presencia en el Neotrópico es en general asociado a 
aves migratorias. La hipótesis planteada para la baja prevalencia de este parásito en el 
Neotrópico es una baja disponibilidad de vectores apropiados o susceptibles para la 
transmisión y  el mantenimiento del ciclo del parásito, posiblemente pertenecientes a la 
familia Simuliidae, pues éstos han sido identificados como vectores en otras zonas 
geográficas del mundo. Nuestros hallazgos preliminares replantean el concepto de 
distribución de este hemoparásito (Leucocytozoon) para el Neotrópico, demostrando la 
disponibilidad de vectores, hospederos y condiciones ecológicas que propician y 
mantienen su transmisión. Sin embargo, se desconoce el vector o vectores implicados 
en la transmisión de Leucocytozoon en esta región problema y en Colombia.  
 
La patología de este parásito parece estar asociada a la presencia de megaloesquizontes 
(esquizontes  de gran tamaño que producen un millón o más de merozoítos) en el 
hígado, bazo y ganglios linfáticos de las aves parasitadas, asociada a la muerte o 
decaimiento de los especimenes y del mismo modo produciendo pérdidas económicas 
de importancia en países del Neártico (Valkiunas 2005). La patogenicidad de este 
parásito para especies silvestres no es claro, así que consideramos de especial relevancia 
evaluar sus características histopatológicas en una de las aves frecuentemente infectadas 
en la zona de muestreo Turdus fuscater. 
 
Por otro lado debido a la estrecha asociación entre éste parásito con aves migratorias, la 
demostración de ciclos de transmisión en un país neotropical como el nuestro, alertará 
autoridades sanitarias y organismos de salud  en el cuidado y seguimiento de 
enfermedades emergentes (e.g. arbovirus) como la encefalitis del Nilo Oeste – 
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enfermedad viral cuyos hospederos son las aves, transmitida mediante la picadura de un 
mosquito infectado a hospederos accidentales mamíferos. La migración es un hábito 
común a muchas especies de animales, no obstante este evento no es comparable en 
ninguna de las especies con respecto a las aves (Cueto et al., 2006). En las aves el 
evento de migración se debe a la búsqueda de recursos durante una parte del año en la 
cual, en su lugar de origen la supervivencia se hace difícil generalmente por condiciones 
climáticas; no obstante el proceso acarrea una serie de riesgos tales como la predación, 
el parasitismo y hasta la muerte. Existen muchas rutas de migración, que se pueden 
resumir a dos sistemas importantes; uno, el sistema Neártico – Neotropico, y dos, el 
sistema Paleátrico – Etiope. Colombia pertenece al primero, anualmente recibe no 
menos de 183 especies  de aves en la temporada que inicia en julio y termina en marzo 
o abril del año siguiente (http://www.proaves.org/rubrique.php?id_rubrique=4).Es 
importante resaltar que no tiene conocimiento del estado de salud en el que estas aves 
ingresan  al país. 
 
Los efectos que suponen las parasitemias por Leucocytozoon en aves silvestres, han sido 
extrapolados observaciones del comportamiento de parásito en aves de corral, sin 
embargo el efecto real que éste tiene sobre las poblaciones de aves en la naturaleza es 
aún desconocido. Algunos acercamientos al comportamiento de los haemosporidios en 
especies silvestres han surgido a partir del trabajo en los zoológicos. Son pocos los 
reportes en los que se ha demostrado una grave enfermedad en aves silvestres; estos 
casos generalmente se relacionan con la muerte del hospedero o su cría (Valkiunas 
2005).  Los reportes de Rodríguez 2003, sugieren un ciclo de transmisión activa para 
Leucocytozoon  en la zona de muestre, por tal motivo, el grupo de investigación 
Relación parasito- hospedero: modelo hemoparásitos aviares se ha concentrado en la 
búsqueda y posible incriminación de un vector, como un parámetro básico en el 
establecimiento de medidas de control, además de informar acerca de la 
ecoepidemiología de esta enfermedad. 
 
Diagnóstico de hemoparásitos aviares clásico Vs diagnóstico molecular: 
El estudio de hemoparásitos aviares, tradicionalmente se realiza con extendidos de 
sangre periférica, que permiten  observar  características morfométricas del parásito,   
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estimación de la parasitemia y también algunos hallazgos hematológicos como forma de 
las células sanguíneas. No obstante, algunos autores consideran que este método 
subestima a las prevalencias de parásitos como Plasmodiun, Haemoproteus, y 
Leucocytozoon (Jarvi et al., 2002; Richards et al., 2002). Así que se han promovido una 
serie de protocolos basados en la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), con miras 
a detectar e identificar estos parásitos.  
 
 El uso de genes mitocondriales, se ha planteado no solo desde el punto de vista de 
diagnóstico sino también como una herramienta sistemática. Estos genes tienen una tasa 
de mutación 5 a 10 veces  superior a los nucleares (Brown et al., 1979; Simon et al., 
1994).  La variabilidad que estos genes presentan, permite, escogiendo el gen correcto 
para un nivel dado de divergencia, el discernimiento entre especies. Uno de los genes 
ampliamente utilizado para la determinación de especies en insectos es el Citocromo 
Oxidasa 1, dado que es uno de los genes mas conservados en términos de evolución de 
aminoácidos, de hecho la mayoría de los proyectos a nivel mundial de evaluación y 
caracterización de biodiversidad utilizan este gen amplificando un fragmento de 695 
pares de bases (Simon  et al., 1994, Hajibabaei et al., 2007). Sin embargo es 
recomendable el uso de otros marcadores moleculares para contrastar dicha información 
(La Rue 2009).  
 
Por otro lado para la correcta identificación de las diferentes especies de 
haemosporidios, se han  utilizado genes blanco tanto ribosomales (rRNA) (Feldman et 
al., 1995) como genes mitocondriales (cyt B) (Bensch et al., 2000, Waldestrom et al., 
2004, Helgren et al., 2004), siendo estos últimos los que mejores resultados han 
reportado (Richards et al., 2002, Waldestrom et al., 2004). En especial el Citocromo B 
ha sido ampliamente utilizado para este fin,  aunque  para Leucocytozoon no se ha 
obtenido la secuencia completa del gen. (Omori et al., 2008) 
 
Del mismo modo el diagnóstico de artrópodos portadores del parásito realizado 
clásicamente por observación directa sobre disecciones de intestino y glándulas 
salivares y extendidos coloreados. Esta metodología a pesar de revelar los caracteres 
morfológicos de las estructuras, requiere de un entrenamiento especial del observador, 
quien debe ser capaz de discernir entre estructuras que pertenezcan al parasito, de 
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estructuras propias de los epitelios del artrópodo (Valkiunas 2005).  De este modo, la 
extensión de los métodos moleculares al estudio y diagnóstico de los posibles vectores 
de estos parásitos ha traído nuevas facilidades a este campo. 
 
Leucocytozoon en Colombia: situación actual. 
Recientemente Rodríguez 2003, encontró altas frecuencias del hemoparásito 
Leucocytozoon (21.3%), en aves residentes del Parque Nacional Natural Chingaza un 
ecosistema Neotropical de páramo. Además, Moreno y Sánchez en el 2000, encontraron 
formas tisulares de dicho hemoparásito en aves ponedoras de la ciudad de Bogotá. Estos 
dos hallazgos son de especial importancia para nuestro país, porque primero que todo se 
pensaba que en los países Neotropicales como el nuestro no existía un ciclo de 
transmisión establecido para este hemoparásito, por otro lado su aparición en granjas 
avícolas debe ser cuidadosamente analizada y seguida, pues en países del Neártico, 
como EEUU y Canadá, este parásito ha producido grandes pérdidas económicas en los 
avicultores.  Estudios previos en áreas Neotropicales y más específicamente en el 
territorio nacional, realizados en zonas bajas y cálidas revelan prevalencias cercanas al 
0.1 % (Bennet y Borrero 1976, Basto  et al., 2006, Valkiunas et al., 2003, Valkiunas 
2005).  
En la presente investigación se propuso inicialmente el monitoreo del estado actual de 
infección por Leucoytozoon., en el PNN Chingaza. Posterior a ello planteó la búsqueda 
de individuos Simúlidos y Culicoides para el área, pues no existía registro alguno, y 
posteriormente se proponía evaluar la presencia de secuencias del hemoparásito 
Leuocytozoon en pooles de insectos hematófagos que potencialmente pudieran ser su 
vector.  
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OBJETIVOS 
 
Objetivo General 
  Determinar la existencia de especímenes Ornitofílicos de la familia Simuliidae o 
Ceratopogonidae en el Parque Nacional Natural Chingaza portadores del parasito 
Leucocytozoon. 
 
Objetivos Específicos 
 Realizar un levantamiento entomológico de Simuliidae o Ceratopogonidae 
ornitofílicas de la zona. 
    Determinar especies o complejos de especie de miembros de la familia 
Simuliidae o Ceratopogonidae en el Parque Nacional Natural Chingaza 
 Determinar la presencia del parásito Leucocytozoon sp., en Simúlidos o 
Culicoides del PNN Chingaza. 
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Artículo 1 
Presencia de Leucocytozoon dubreuili  y L. fringillinarum en Turdus 
fuscater en ecosistema de páramo-Colombia. 
1Lotta I.A., 3Torres R.D., 2Matta N.E., 3Moreno-de Sandino M.,  1Moncada L.I. 
1Maestria en Infecciones y Salud en el Trópico, Facultad de Medicina. Universidad 
Nacional de Colombia. 2Departamento de Biología Facultad de Ciencias, Universidad 
Nacional de Colombia. 3Laboratorio de Patología Aviar. Facultad de Medicina 
Veterinaria y Zootecnia. Universidad Nacional de Colombia 
 
OBJETIVO 
Determinar el estado actual de la infeccion por Leucocytozoon sp., en individuos 
de la especie Turdus fuscater en el PNN Chingaza 
 
 
Este artículo será sometido a Journal of Parasitology para su publicación 
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Presencia de Leucocytozoon dubreuili  y L. fringillinarum en Turdus 
fuscater en ecosistema de páramo-Colombia.  
 
1Lotta I.A., 3Torres R.D., 2Matta N.E., 3Moreno-de Sandino M.,  1Moncada L.I. 
1Maestria en Infecciones y Salud en el Trópico, Facultad de Medicina. Universidad 
Nacional de Colombia. 2Departamento de Biología Facultad de Ciencias, Universidad 
Nacional de Colombia. 3Laboratorio de Patología Aviar. Facultad de Medicina 
Veterinaria y Zootecnia. Universidad Nacional de Colombia. 
RESUMEN 
La infección por Leucocytozoon sp. ha sido escasamente estudiada en países 
Neotropicales como el nuestro, debido a sus consistentes bajas prevalencias que hacían 
suponer la falta de un vector susceptible en esta zona geográfica. Sin embargo estudios 
de previos, reportan altas frecuencias (21,3%) en aves del Parque Nacional Natural 
Chingaza, y especialmente de 91.3% en Turdus fuscater, lo que hace suponer la 
existencia de un ciclo de transmisión activo en esta zona. Debido a la cercanía de esta 
area geográfica con la sabana de Bogotá, donde existe gran número de explotaciones 
avícolas y el hallazgo de formas tisulares sugestivas de esquizontes de Leucocytozoon 
en pollos de esta zona, resulta importante caracterizar la epidemiología de la infección 
en aves silvestres Este estudio busca analizar los hallazgos patológicos, macroscópicos 
y microscópicos mediante histopatología de la infección de Leucocytozoon sp. en 
Turdus fuscater, y se comparan tres metodologías de diagnóstico.. Se analizaron 8 
individuos de la especie mencionada,  mediante  extendidos de sangre  y 4 por PCR e 
histopatología. Gametocitos de Leucocytozoon dubreuili y L. fringillinarum fueron 
encontrados en el 87,5% de las aves analizadas. Formas tisulares del parásito fueron 
halladas por histopatología en el 50% (2/4) de los casos y la PCR logró detectar el 
parásito en el 100% de los casos positivos diagnosticados por lámina.  
Mediante este estudio se logró estandarizar la metodología molecular de diagnóstico de 
Leucocytozoon para Colombia, y por extensión para los otros parásitos causantes de la 
malaria aviar: Haemoproteus  y Plasmodium. La histopatología arrojó información de 
formas tisulares del parásito en encéfalo sugestivas de infecciones crónicas, sin reacción 
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inflamatoria y asociado con aparente buenas condiciones de salud de las aves 
analizadas. Se plantea, por tanto una relación parásito-hospedero benigna sin 
consecuencias apreciables en el número de esta especie aviar, en la zona del parque 
muestreada.  Se recomienda el uso de extendido de sangre para inventarios de 
biodiversidad de hemoparásitos en aves silvestres, en comparación de las otras dos 
metodologías y la identificación de las demás especies de Leucocytozoon circulantes 
tanto en el parque como en las granjas avícolas de la sabana de Bogotá. 
INTRODUCCIÓN 
El protozoario Leucocytozoon (Danilewsky 1890), (Cit Herman 1975)  infecta la sangre 
y tejidos de aves,  existen por lo menos 60 especies reconocidas del parásito que afectan 
a una gran variedad de familias de aves domésticas y silvestres (Hsu, 1973; Fallis, 
1974).  
Se considera que a excepción de L. caulleryi que es transmitido por Culicoides 
arakawae en Japón, los parásitos del género Leucocytozoon son transmitidos por 
dípteros de la familia Simuliidae. (Akiba 1960, Fallis et al, 1976).  El insecto inocula 
los esporozoítos que migran al hígado, bazo y tejidos linfáticos, en L. dubreuili y L. 
fringillinarum también van a riñón (Wong y Desser, 1978), producto de esa 
esquizogonia se liberan merozoítos, que infectan varios tejidos, eritrocitos y leucocitos, 
para continuar con la formación de gametocitos (Hsu et al,  1973; Fallis et al, 1974;  
Fallis y Desser, 1977). Cuando el vector toma los gametocitos que se encuentran en la 
sangre periférica, maduran y luego se unen para formar el cigoto  que se transforma en 
ooquiste en la lámina basal, en el espacio intercelular con dirección hacia el hemocele,  
después  de 7-18 días los esporozoítos son liberados y van a las glándulas salivales, en 5 
días a 20°C, se convierten en formas  infectivas para el hospedero vertebrado (Fallis et 
al, 1976). 
El diagnóstico se hace mediante extendidos de sangre coloreados con Giemsa o Azul de 
Cresil Brillante (Gore y Noblet, 1977; Valkiunas et al, 2008), histopatología (Cowan 
1957, Akiba 1970, Nakamura 1997, Moreno & Sánchez, 2000), serología por IFI (Isobe 
y Akiba, 1982), ELISA (Isobe y Suzuki, 1986), inmunoelectroforesis (Fujizaki et al, 
1980) y recientemente mediante PCR (Bensch et al, 2000, Hellgren et al, 2004, 
Valkiunas et al, 2008). 
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La forma de los gametocitos en sangre, varía de acuerdo a la especie y al tipo de célula 
donde tuvo lugar la esquizogonia. Los que se desarrollan en glóbulos rojos son 
generalmente redondeados; causan una fuerte hipertrofia y desplazamiento lateral del 
núcleo de la célula hospedera, mientras que los que se desarrollan en leucocitos son 
elongados, con forma ahusada (Fallis, 1973, Fallis 1974, Greiner 1991).  
Las aves infectadas pueden pasar asintomáticas o presentar una gran variedad de signos 
clínicos como anemia, hemólisis intravascular. Kocan (1968), describió un factor 
antieritrocítico sintetizado por el parásito; que facilita la infección de los eritroblastos 
policromatófilos, que son las células ideales para el desarrollo de los gametocitos.  
Otros signos son heces diarreicas, pérdida del apetito, focos  necróticos e inflamatorios 
en el hígado, depresión, sed, anorexia, pérdida del equilibrio, debilidad, en algunos 
casos puede presentarse respiración forzada. El curso de la enfermedad es corto y las 
aves infectadas mueren o mejoran en unos días; sin embargo, en aquellas aves que 
sobreviven puede evidenciarse ictericia (Kocan, 1968; Chacón & Rodríguez, 2001). La 
presencia de megaloesquizontes, encontrados en pulmón, riñón, hígado, bazo, encéfalo 
y ovario en aves domésticas y silvestres parece asociarse a la patología (Cowan 1957; 
Nakamura 1997; Peirce 1997; Moreno de Sandino y Sánchez , 2000). 
Nakamura et al (1997), describieron que en L. caulleryi los megaloequizontes ejercen 
presión sobre el tejido circundante y causan  daño vascular, hemorragia, edema con 
inflamación granulomatosa producida por la cápsula del esquizonte y en aves jóvenes 
muerte por hemorragia masiva, también refieren anemia y producción de huevos con 
cascara blanda. Las lesiones macroscópicas son edema en el útero y folículos atrofiados, 
postura intraabdominal, hígado y riñones pálidos, y leve congestión en el proventrículo. 
Microscópicamente se observó infiltración de células inflamatorias con edema en la 
lámina propia del útero, destrucción de la submucosa del infundíbulo, lo cual explica la 
reducción en la calidad de la cáscara. También se evidenciaron lesiones granulomatosas 
focales en cerebro, pulmón, corazón, médula oblongata y nervios periféricos asociadas 
con las cápsulas degeneradas y atrofiadas de los esquizontes.  
En la región Holártica este parásito se ha reportado con frecuencias de 16,2% y en estos 
países infecciones por Leucocytozoon sp. ocasionan grandes pérdidas económicas 
(Steele & Noblet, 1992). En contraste en las regiones bajas del Neotrópico incluida 
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Colombia,  las frecuencias informadas son consistentemente bajas 0,1% (Rengifo et al, 
1952,  Bennett & Borrero, 1976; Valkiunas 2005, Basto et al, 2006, Londoño et al., 
2007). La explicación planteada a esta baja frecuencia era posible ausencia de insectos 
vectores, o que las parasitemias de las aves migratorias eran muy bajas, para establecer 
un ciclo de transmisión local (Valkiunas, 2005).   
Rodríguez (2003) informa una frecuencia en alta montaña de 21,3% en diversas 
especies de aves, (Turdus fuscater, Turdus serranus, Buthraupis montana, Iridosornis 
rufivertex, Dubusia taeniata, Hemispingus verticalis, Buarremon brunneinuchus, 
Atlapetes pallidinuchus, Mecocerculus leucophrys, Diglossa cyanea, Margarornis 
squamiger, Opisthopropora euryptera). Estas frecuencias difieren ampliamente de las 
previamente reportadas para el Neotrópico, indicando que existe un ciclo de transmisión 
para este parásito en el PNN Chingaza (Rodríguez et al 2009, en prensa). 
En la Sabana de Bogotá la presencia de formas tisulares de Leucocytozoon sp. por 
medio de técnicas de histopatología en ponedoras comerciales fue registrada por 
Moreno de Sandino y Sánchez (2000) y Chacón y Rodríguez (2001). 
Debido al impacto económico de este parásito sobre explotaciones avícolas en el 
Neártico y al hallazgo concomitante del parásito en dos regiones cercanas 
geográficamente, resulta importante conocer detalles de los ciclos de transmisión, 
patología, distribución de esta enfermedad. Este estudio busca analizar los hallazgos 
patológicos, macroscópicos y microscópicos mediante histopatología de la infección de 
Leucocytozoon sp. en Turdus fuscater,  se analizan tres metodologías de diagnóstico. 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
Este trabajo se llevó a cabo en  el ecosistema de Páramo del Parque Nacional Natural 
Chingaza (Cundinamarca-Meta, Colombia), los especimenes fueron capturados por 
medio de redes de niebla instaladas en las áreas denominadas estación monterredondo 
(4º37'43.2"N, 73º43'30,5"W), estación diamante (4º37'37.6''N; 73º43'36.6''W), y 
Sendero Suassie (4º37'37.6''N; 73º43'36.6''W), que corresponde al ecosistema de 
páramo, entre Diciembre de 2008 hasta Octubre de 2009. Esto permitió realizar 
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muestreos en época lluviosa, que se extiende desde Abril hasta octubre, y la temporada 
seca entre los meses de Noviembre a Marzo. (INDERENA, 1986). 
Las aves capturadas se sangraron por medio del corte distal de uña, se realizaron 
extendidos sanguíneos, se fijaron con metanol  y se colorearon con Giemsa pH7.2 
(Rodríguez & Matta 2001). Adicional a esto se obtuvo 1mL de sangre anticoagulada 
con EDTA por punción de la vena braquial, para identificación molecular del parásito.  
Cuatro aves fueron sacrificadas  y de ellas se obtuvo hígado, bazo, pulmón, encéfalo, 
preservados en etanol  al 80% y formalina tamponada al 10%. 
Identificación por extendido de sangre 
Para el diagnóstico de Leucocytozoon sp. se empleó el protocolo sugerido por  
Rodríguez & Matta 2001, brevemente las muestras fueron examinadas en doble ciego 
primero en baja magnificación (100x) en un microscopio de luz (Nikon Alphaphot) por 
un periodo de diez minutos. Una vez finalizado este tiempo, se llevó a cabo el examen 
en mayor aumento, en 1000X para la búsqueda de parásitos intracelulares por un 
período mínimo de 25 minutos. El cálculo del tiempo y campos observados en el 
laboratorio permiten sugerir un promedio de 200 a 220 campos observados en mayor 
aumento por lámina. Aquellas láminas que resultaron positivas fueron reexaminadas por 
un periodo de 10-20 minutos adicionales, para poder observar un mayor número de 
parásitos. Estos, se fotografiaron (Cámara Kodak C613) y se obtuvieron parámetros 
morfométricos para identificarlos según Bennett & Campbell 1975 y Valkiunas, 2005. 
 La intensidad de la parasitemia fue calculada mediante la siguiente fórmula: Número de 
parásitos encontrados/ 50 campos observados c/u con 200 eritrocitros por campo (Mrad 
y Cardozo 2000). 
Extracción ADN y PCR 
La extracción de ADN de sangre y órganos se realizó según el protocolo de fenol: 
cloroformo (Sambrook et al, 1989) con algunas modificaciones. Para la detección de  
Leucocytozoon spp.  se realizó una PCR anidada con primers  que amplifican la región 
5´ del  gen citocromo b del parásito con un producto esperado de 470bp. La primera 
PCR se llevó a cabo en un volumen final de 25 μl , usando los primers sugeridos por 
Bensch et al. 2000 HaemNFI (5´CATATATTAAGAGAAITATGGAG-3´) HaemNR3  
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(5´-ATAGAAAGATAAGAAATACCATTC-3´)  y Hellgren et al 2004 HaemFL ( 5´-
ATGGTGTTTTAGATACTTACATT-3´)  y HaemR2L ( 5´-
CATTATCTGGATGAGATAATGGIGC-3´),  1 l  de ADN genómico, 1,25 mM de 
cada uno de los  dNTP`s (Invitrogen), 0,6 M  de cada primer, 3,0 mM de  MgCl2, 
Buffer PCR 1X, y 0,125 U/ l  de Taq Polimerasa (GoTaq® DNA Polymerase- 
Promega). Para este ensayo se uso el perfil de temperatura sugerido por Hellgren et al 
2004. Para la segunda PCR se utilizó 2 l  del producto de la primera PCR como 
plantilla, y las mismas concentraciones de reactivos ya mencionadas; usando los 
primers reportados y las condiciones de temperatura reportadas por Hellgren et al 2004;  
variando la temperatura de anillamiento a 52,1 oC.  El producto de esta PCR fue 
purificado (PCR Clean-Up System (Promega Corporation. Woods Hollow Road. 
Madison USA) y secuenciado. 
 
Histopatología 
Luego de la fijación, los tejidos fueron procesados de acuerdo con la técnica de rutina 
del laboratorio de patología de la Universidad Nacional de Colombia (Luna, 1968), para 
la obtención de cortes de 5µm los cuales fueron coloreados con hematoxilina y eosina  
para su posterior observación al microscopio de luz  (Nikon Alphaphot). 
Aspectos éticos 
Este proyecto se encuentra aprobado por el comité de ética de la Facultad de medicina 
de la Universidad Nacional de Colombia, según acta Nº 13 del 9 de Octubre de 2008. Se 
sacrificó el mínimo número de aves necesario, para poder tener información sobre la 
patología del parásito en Turdus fuscater, para lo cual se obtuvo permiso de las 
autoridades de Parques Nacionales. 
RESULTADOS 
Ocho especímenes de Turdus fuscater fueron capturados y muestreados mediante 
extendidos sanguíneos por triplicado, a cuatro de ellos se les evaluó por PCR, e 
histopatología. La Tabla 1 relaciona los resultados obtenidos para cada espécimen 
correspondiente a cada una de las metodologías aplicadas. 
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Extendidos sanguíneos 
En los análisis de los extendidos de sangre se observaron formas del parásito en siete de 
las ocho aves capturadas indicando una frecuencia de infección del 87,5% (Tabla 1). 
Las parasitemias fueron de 0.0001-0.0005 considerado bajo este tipo de infecciones 
según la información suministrada por Lederer (2000), quien cataloga bajas 
parasitemias como 1 a 2 parásitos por extendido ó 0.0001.  
El parásito es poco pleomórfico (Figuras 1-4), el núcleo de la célula hospedera en forma 
de mancuernas con abultamientos en ambos extremos y el núcleo del parásito va más 
allá de la mitad de la circunferencia del gametocito (Valkiunas 2005).  Los parámetros 
morfométricos de los gametocitos se presentan en la Tabla 2, estos hallazgos muestran 
un parásito compatible con la descripción de L. dubreuili (Mathis & Léger 1911 IN:cit. 
Valkiunas 2005). 
PCR 
Se analizaron muestras de hígado, bazo pulmón y encéfalo de cuatro aves  para buscar 
formas tisulares de Leucocytozoon spp. De acuerdo con esta metodología, todas las aves 
positivas por extendido de sangre, dieron también positivas por PCR. (Tabla 1).  
De los productos purificados se obtuvieron secuencias que corresponden al extremo 5´ 
del Cit.b del parásito. Estas secuencias fueron sometidas a un alineamiento con las 
secuencias publicadas de Leucocytozoon en GeneBank, arrojando una alta similitud del 
93% con Leucocytozoon fringillinarum (Fig 5.). Sin embargo, es de resaltar que en esta 
base de datos no reposa una entrada para Leucocytozoon dubreuili, que por parámetros 
morfológicos y por el hospedero muestra alta similitud con las descripciones previas 
(Mathis & Léger 1911), (cit.Valkiunas 2005). Actualmente la secuencia esta en proceso 
de ingreso a la base de datos de Gene Bank. 
Histopatología 
A cada uno de los tejidos se le realizaron observaciones de lesiones macroscópicas 
(Tabla 1). En el análisis histopatológico se evidenciaron  esquizontes de Leucocytozoon 
sp. en cortes de pulmón y de cerebro de dos de las aves estudiadas (Tabla 1).  En 
detalle, a nivel microscópico en el individuo CH 71 se encontró  congestión pulmonar 
generalizada, el espécimen CH 74 presentó una abundante presencia de esquizontes de 
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Leucocytozoon sp. sin reacción inflamatoria, moderada-severa presencia de vacuolas 
grasas en los hepatocitos.  En el miocardio se evidenciaron múltiples zonas 
hemorrágicas con degeneración y ruptura de fibras musculares.   
En el espécimen CH 86 se observó moderada presencia de varios esquizontes de 
Leucocytozoon sp. en el encéfalo. Adicionalmente se evidenciaron múltiples zonas 
hemorrágicas en el miocardio con degeneración y ruptura de fibras musculares,  y 
pérdida de la morfología de las paredes del corazón. Como hallazgos adicionales se 
observa la presencia moderada a leve de estructuras compatibles con quistes de 
Sarcosporidium  en los tres últimos especimenes.  
De acuerdo con lo anterior, la concordancia observada entre los resultados obtenidos 
con el extendido sanguíneo y el PCR es de 1. Este valor para el extendido sanguíneo y  
la histopatología es de 0.33, observándose un valor igual para la concordancia entre 
PCR e histopatología (Fig. 6). 
DISCUSIÓN 
La Leucocytozoonosis es una infección parasitaria de aves, que presenta una 
distribución diferencial dependiente de la zona geográfica. Para países Neotropicales 
como Colombia se había reportado una baja prevalencia de este parásito para zonas 
bajas, como lo indican estudios previos  (Rodríguez y Matta 2001, Valkiunas en el 
2003, Basto et al, 2006). Sin embargo en alta montaña la frecuencia cambia 
significativamente (Rodríguez et al, 2009), específicamente en Turdus fuscater,  se 
encontró una frecuencia del 91,3%. El presente estudio encontró una frecuencia de 
infección en la misma especie de aves de 87,5%. Estos resultados sugieren que en el 
PNN Chingaza existe una transmisión activa de este hemoparásito, lo que indica que 
existe un vector susceptible de infectarse y transmitir el parásito en contraposición a lo 
planteado por Bennet y Campbell (1975) y Valkiunas (2005). 
Los parámetros morfológicos de los parásitos encontrados sugieren infección por 
Leucocytozoon dubreuili  e infecciones mixtas con L. fringillinarum en cuatro 
especímenes. L. dubreuili y L. fringillinarum tienen gametocitos redondeados, pero 
distorsionan la  célula hospedera de una forma distinta en el caso de L. fringillinarum el 
núcleo de la célula adopta una forma similar a un capuchón. (Bennett & Cameron, 
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1975). Valkiunas (2005) coincide con esta observación y añade que el núcleo de la 
célula hospedera también puede adoptar una forma de banda; mientras que en L. 
dubreuili tiende a adoptar la forma de una banda delgada que conecta dos bulbos 
terminales inflados. Pero para una identificación morfológica correcta,  es importante 
tener en cuenta la distorsión de las células durante la preparación del extendido (Bennett 
& Campbell 1975; Bennett et al, 1976). L. dubreuili se ha encontrado solo en miembros 
de la familia Turdidae (Khan y Fallis, 1970; Wong & Desser, 1978), mientras que L. 
fringillinarum presenta una gran variedad de hospederos paseriformes.  Previamente 
miembros de la familia Turdidae han sido reportados infectados con L. dubreuili, L. 
fringillinarum y  L. maccluri  (Wong & Desser, 1975, Bennet y Camer 1975, Greiner 
1976, Rodríguez et al, 2009). 
Aunque por la deformación del citoplasma que presenta la célula hospedera los 
parásitos hallados en el presente trabajo indican que se encuentran las especies L. 
dubreuili y L fringillinarum, las medidas de los gametocitos no corresponden con las 
informadas por Bennett y Campbell (1975);  Shurulinkov y Golemansky  (2003) y 
Valkiunas (2005). A este respecto Bennett y Campbell (1975) argumentan que las 
medidas por si solas no son un parámetro definitivo para la identificación de estas dos 
especies porque estos autores encuentran parámetros morfométricos diferentes en la 
misma especie de Leucocytozoon de acuerdo a la especie de ave parasitada, los parásitos 
mas grandes los encontraron en aves de la familia Parulidae (10,7µm y 10,6µm) y los 
menores en la familia Ploceidae (8,2µm y 7,6 µm), los hallazgos del presente estudio 
reafirman lo planteado previamente, en el sentido que las dimensiones por si solas, no 
tienen un valor diagnóstico fuerte. 
En cuanto a la histopatología en muchos casos la infección no produce cambios 
fenotípicos evidentes o lesiones macroscópicas  ni microscópicas (Moreno, 2000) esto 
se debe a que mientras no haya ruptura de los esquizontes, estos no  estimulan  una 
reacción de defensa del hospedero; cuando ocurre la ruptura, se evidencia reacción 
inflamatoria crónica granulomatosa, necrosis del tejido circundante y hemorragia 
(Nakamura et al.  1997; Peirce et al., 1997). Cowan (1957) demostró que puede haber 
algún grado de respuesta inflamatoria alrededor de los esquizontes y 
megaloesquizontes, dada por heterófilos que  junto con los macrófagos pueden atravesar 
la membrana y destruir el parásito. Akiba (1970) reporta que además puede haber 
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muerte súbita por las hemorragias causadas por la presión de los megaloesquizontes 
hacia los vasos cercanos en el caso de L. (Akiba) caulleryi.  
La presencia de esquizontes en diversos tejidos ha sido reportada por  Peirce et al 
(1997) en dos especies de aves silvestres: Streptopelia risoria y en Columba mayeri, 
con los resultados del presente trabajo se amplía el rango de especies silvestres en los 
que se ha encontrado esta forma parasitaria. (Akiba 1970); Moreno de Sandino & 
Sánchez  (2000) lo reportaron en pulmón, riñón, hígado, bazo, encéfalo y ovario de 
gallinas comerciales.  
Aunque en los especímenes estudiados no se encontraron lesiones en riñón, se sabe que  
L. dubreuili y L. fringillinarum pueden hacer esquizogonia en las células de los túbulos 
proximales, sin embargo tampoco se encontraron macroscópicas en los riñones. 
Tampoco se encontraron megaloesquizontes en el bazo de ninguna de las aves 
estudiadas, a diferencia de lo que reportan Cowan (1957), Peirce (1997), Steele (1992), 
pero concuerda con lo reportado por Valkiunas (2005). Según Steele & Noblet, (1992) 
son muy pocas las especies que hacen megaloesquizontes, y L. dubreuili no los forma 
(Valkiunas 2005), concordando también con la determinación morfológica de los 
gametocitos hallados en los especímenes estudiados. 
Como se mencionó con anterioridad en el análisis histopatológico no se encontró 
respuesta inflamatoria evidente. Asociando  esto al  comportamiento observado y el 
estado del ave analizado durante el periodo de captura toma de muestra 
e identificación,  que mostraron un ave normal  en apariencia y comportamiento, 
especulamos que la relación parásito-hospedero de este modelo Leucocytozoon 
dubreuili/ fringillinarum-Turdus fuscater, es una relación de tipo amigable como la 
descrita por Chang 1983 para la relación parásito hospedero Leishmania-macrófago. 
A pesar de observarse una alta frecuencia de infección en la población de mirlas del 
PNN Chingaza, las parasitemias halladas en este estudio  (0.0001-0.0005%), son 
consideradas bajas coincidiendo con la reportadas por Lederer 2000 y Rodriguez et al 
2003 quien establece como baja la parasitemia de 1 gametocito por lámina (0.0005%).   
Por otro lado, es importante resaltar que para L. dubreuili y L. fringillinarum  no se han 
reportado previamente esquizontes en encéfalo, el hallazgo de formas tisulares del 
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parásito en este órgano, indica que posiblemente la infección en estas aves no es 
reciente, ya que estas especies no tienen esquizogonia primaria en este órgano.  
El hecho que el parásito alojado en el tejido no dispare una respuesta inflamatoria 
evidente,  podría asociarse con respuestas inmunes tipo Th2, muy común en la respuesta 
inmune a nemátodos, donde muchas de estas infecciones están acompañadas de altos 
niveles de citoquinas como  el factor de crecimiento transformante beta (TNF-β) (Ince 
et al 2006), citoquina antiinflamatoria, que disminuye la capacidad de reacción de 
células del sistema inmune como los macrófagos. 
.A pesar que las infecciones por Leucocytozoon producen pérdidas económicas de 
considerable importancia en países del Neártico, la infección causada por esta parásito  
ha sido poco estudiada en vida silvestre (Hernan et al 1975), en el caso del PNN 
Chingaza, se desconoce el impacto real que ésta tiene sobre las poblaciones de aves 
silvestres. No obstante lo anterior la población de T. fuscater, no aparenta haber 
experimentado una reducción perceptible de su población debida a la infección, 
observándose ademas individuos en buen estado de salud, lo que hace difícil estimar la 
patogenicidad del parásito para estos individuos. Existen algunas especies de 
hematozoarios incluidas muchas de Haemoproteus donde se refieren bajos o nulos 
índices de patogenicidad. Todas estas infecciones, tienen efectos drásticos en 
poblaciones sometidas a condiciones de estrés como periodos de apareamiento, 
migración, individuos jóvenes etc. (Atkinson y Van Riper, 1991; Bennet et al, 1993, 
Merino et al 2000), donde se han evidenciado signos clínicos como anemias, letargo e 
incluso muerte. 
En cuanto a las metodologías de diagnóstico incluidas en este estudio, se presenta una 
muy buena concordancia entre la PCR y el extendido de sangre periférica, similar a lo 
informado por Landis & Koch 1997 y difieren a lo registrado por  Richards et al (2002) 
quienes refieren que el ensayo de PCR es mas sensible para detectar infecciones por 
haemosporidios. Las diferencias con este último estudio, pueden estar relacionadas con 
el tipo y las características del parásito en estudio; pues para el caso de Leucocytozoon 
sp. por el diámetro promedio de los gametocitos (7,4-14,5µm) los hace más susceptibles 
de ser vistos en bajo aumento, en comparación con gametocitos de Haemoproteus (5,2-
6,5 µm) y de formas de Plasmodium tan pequeñas como un anillo (0,5 µm). 
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Adicionalmente, la metodología usada para la revisión de la lámina en el presente 
estudio, asegura un escrutinio exhaustivo de cada muestra aumentando la probabilidad 
de ser hallado en el extendido de sangre. La PCR  ha mostrado tener gran sensibilidad y 
gran utilidad en bajas parasitemias, pues, en estos casos el examen de extendidos 
sanguíneos puede subestimar la infección (Valkiunas 2009). Coincidimos en las 
recomendaciones formuladas por Valkiunas et al 2008, acerca de  la importancia de la 
calidad del material sobre el cual se hace el diagnóstico con microscopía, la necesidad 
de personal entrenado en el reconocimiento de formas parasitarias y la capacidad aditiva 
al combinar diagnóstico por PCR y extendidos de sangre  para estimar la frecuencia real 
de infección por hemoparásitos en una población analizada.  
La histopatología permite estimar la invasividad del parásito, el tropismo por ciertos 
órganos y su comportamiento en el ejemplar evaluado, sin embargo requiere equipos 
especiales y un personal experimentado para realizar la lectura.  Adicionalmente la 
limitante más grande de esta técnica, es que en vida silvestre la gran mayoría de 
ocasiones, no ocurre sacrificio del ejemplar, por tal motivo no es ideal para estudios en 
vida silvestre. La concordancia de esta metodología con el extendido de sangre 
periférica y  el PCR es moderada, lo que puede deberse a la escasez de formas tisulares 
en los órganos estudiados, posiblemente asociado con las bajas parasitemias 
encontradas y al bajo número de aves analizadas. 
El diagnóstico microscópico ya sea por extendidos de sangre o histopatología tiene la 
ventaja de ofrecer información adicional de parámetros morfológicos, o tejido asociado 
a la infección que puede ser relevante en la identificación precisa de la especie del 
parásito. Sin embargo para realizar caracterizaciones de la fauna silvestre de 
hemoparásitos, se recomienda el examen de sangre periférica, por su fácil obtención, 
manipulación y costo. Que combinados con técnicas eficientes de coloración, lectura y 
fotografía arrojan en resultados comparables a metodologías como la PCR y superiores 
a la histopatología. 
Mediante este estudio se logró la estandarización de una metodología molecular para 
Colombia útil en la detección de Leucocytozoon sp. en tejidos y sangre total, y por 
extensión la de los hemoparásitos Plasmodium y Haemoproteus. Para propósitos de 
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inventarios de hemoparásitos en vida silvestre recomendamos el análisis de extendidos 
de sangre periférica.  
Estudios encaminados a la identificación de la especie de Leucocytozoon circulante en 
las granjas avícolas de la sabana de Bogotá, así como las demás especies de 
Leucocytozoon, presentes en el PNN Chingaza deben ser adelantados. 
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Fig.  1-2: Macrogametocito de L. dubreuili, puede verse la forma que adopta el núcleo de la 
célula hospedera 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3: Microgametocito de L. dubreuili, puede verse la el núcleo de la célula hospedera en 
forma de mancuernas, al igual que el tamaño núcleo el parásito en comparación con el anterior 
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Fig. 4: Macrogametocito de L. fringillinarum, puede observarse la deformación del 
núcleo de la célula hospedera en forma de un capuchón. 1000X. Cámara Kodak, zoom 
digital +3 
 
 
 
 
Fig. 5:  Amplificación del Gen Cit B de Leucocytozoon en Tejido de T fuacater. PCR Anidado. 
1. Ladder. 2. Sangre CH67. 3. Hígado CH67 4. Bazo CH67. 5. Pulmón CH67.  6. Sangre CH74. 
7. Hígado CH74 8. Bazo CH74 9. Pulmón CH74. 10. Blanco de Reacción  
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Figura 6: Esquizonte Leucocytzoon  sp.¸ en pulmón 
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Tabla 1. Resultado de examen de extendidos sanguíneos, histopatología y PCR en muestras de sangre y tejido de Turdus fuscater, capturadas en el PNN 
Chingaza (NR: no realizada debido a que el ave no se sacrificó, *: datos ausentes) 
Espécimen 
Extendido 
Sanguíneo 
Histopatología  PCR 
Observaciones macroscópicas 
Hígado  Bazo  Pulmón Encéfalo  Hígado  Bazo  Pulmón Encéfalo 
CH‐10  +  NR  NR  NR  NR  NR  NR  NR  NR   
CH‐14  +  NR  NR  NR  NR  NR  NR  NR  NR     
CH‐22  +  *  *  *  *  *  *  *  *   
CH‐ 25  +  *  *  *  *  *  *  *  *  Presencia de filarias en 
cavidad celómica. 
CH‐67  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐ 
No presentaba aparentes 
lesiones macroscópicas en 
órganos. 
CH‐71  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
Bazo aparentemente 
aumentado, focos de ictericia 
distribuidos de forma 
multifocal  Presencia de 
vermes en el intestino. 
CH‐74  +  ‐  ‐  +  +  ‐  ‐  +  ‐  Encéfalo ligeramente friable. Presencia de un verme 
delgado y blanquecino en la 
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cavidad celómica. 
CH‐86  +  ‐  ‐  ‐  +  +  ‐  +  + 
 
Bazo aumentado de tamaño. 
Presencia de filarias en 
cavidad celómica y un verme 
en el intestino. Hemorragias 
petequiales y equimóticas en 
la superficie del cráneo. 
Total  7  0  0  1  2  1  0  3  1   
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Tabla 2: Parámetros morfométricos de gametocitos y células hospedera de L. dubreuili en µm (n= 
12), según Bennet et al 1975, Valkiunas 2005 
 
  Bennett et al 1975  Valkiunas,  2005 
lim  Prom  SD  lim  prom  SD 
 
Longitud  7.6‐13.9  10.3  1.3  7.4‐14.5  11.1  1.6 
Amplitud  10.8      7.7‐13.0  10.1  1.7 
Longitud del núcleo        2.1‐4.1  3.2  0.6 
Amplitud del núcleo        1.4‐3.9  2.5  0.7 
Longitud del núcleo de la célula 
hospedera        19.1‐34.2  26.7  3.7 
 
 
 
 
 
 
  41
 
 
 
Artículo 2 
Nuevos registros de especies de la familia Simuliidae y del género 
Culicoides para el Parque Nacional Natural (PNN)Chingaza 
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1 Lotta I, 1 Moncada L, 2Matta N,  3,4Carrasquilla M 
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Sede Bogotá  3Instituto Nacional de Salud, 4 Centro Internacional de Entrenamiento e 
Investigaciones Medicas-CIDEIM Cali-Colombia 
 
OBJETIVOS 
 
Realizar un levantamiento entomológico de Simuliidae o Ceratopogonidae ornitofílicas de 
la zona. 
Determinar especies o complejos de especie de miembros de la familia Simuliidae o 
Ceratopogonidae en el Parque Nacional Natural Chingaza 
 
Este artículo será sometido a la Revista Colombiana de Entomología para su publicación 
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Nuevos registros de especies de la familia Simuliidae y del género 
Culicoides para el Parque Nacional Natural (PNN)Chingaza 
(Cundinamarca- Colombia) 
 
1 Lotta I, 1 Moncada L, 2Matta N,  3,4Carrasquilla M 
 
1 Facultad de Medicina, Departamento de Salud Pública; Universidad Nacional de 
Colombia-Sede Bogotá.,   2 Facultad de Ciencias, Departamento de Biología Universidad 
Nacional de Colombia-Sede Bogotá  3Instituto Nacional de Salud, 4 Centro Internacional de 
Entrenamiento e Investigaciones Medicas-CIDEIM Cali-Colombia. 
RESUMEN 
Se registraron por primera vez para el Parque Nacional Natural Chingaza tres especies del 
Género Simulium: S. furcillatum, S. anaimense y  S. muiscorum y una especie de género 
Gigantodax, G. ortizi. Estas especies habían sido reportadas inicialmente en e departamento 
de Cundinamarca en otras regiones por encima de los 2500 msnm,  a excepción de S. 
anaimense cuyo reporte es nuevo para Cundinamarca.  Se capturaron individuos de la 
especie Culicoides suarezi,  adicionalmente se encontró una especie nueva para el mundo, 
Culicoides n. sp actualmente en descripción. 
Palaras clave Simulium, Gigantodax,  Culicoides, PNN Chingaza 
INTRODUCCIÓN 
Las investigaciones enfocadas a evaluar y dimensionar la biodiversidad de especies tienen 
gran impacto actualmente a nivel mundial, sin embargo el presente conocimiento de los 
componentes del phylum Artrópoda en los Andes Ecuatoriales Húmedos es aun escaso.  La  
entomofauna hematófaga de alta montaña ha sido escasamente estudiada, a pesar de su 
importancia como posibles vectores de agentes patógenos y la molestia en que se pueden 
convertir para el hombre y la fauna silvestre que reside en el área 
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En el mundo hay aproximadamente 2072 especies de simúlidos validas hasta el momento 
(Adler y Crosskey 2009), en Colombia hay registradas 48 especies del género Simulium y 
14 especies del género Gigantodax, y para  ecosistemas de alta montaña propiamente dicho 
se encuentran 24 especies, nueve pertenecientes al género Simulium y 15 al género 
Gigantodax (Muñoz de Hoyos  y Miranda  2000). Estos registros pertenecen a zonas con 
condiciones climáticas y biogeográficas similares al PNN Chingaza como el PNN 
Sumapaz, el Páramo de Guasca y el páramo de Chisacá en Cundinamaca (Muñoz de Hoyos  
1994, Muñoz de Hoyos y Miranda 2000), sin embargo hasta el momento no existen 
registros de esta familia para el PNN Chingaza. 
 Los simúlidos han sido incriminados como vectores en la transmisión de las filarias 
Onchocerca volvulus y Mansonella ozzardi( Anderson y Freeman 1969) y hematozoarios 
como Leucocytozoon  (Skidmore 1932, Greiner 1991). Adicionalmente se han registrado 
reacciones alérgicas a la picadura de estos insectos causando desde reducción del turismo 
en un área (Currie y Adler 2008) o en algunos casos  la muerte del hospedero vertebrado 
(Harwood y James 1979). Además de su importancia a nivel de salud pública, los 
Simúlidos están asociados como bioindicadores para corrientes libres de contaminación, 
debido a que sus etapas inmaduras son sensibles a cualquier tipo de eutrofización (Cupp 
1981). En efecto, los simúlidos durante su etapa larval cumplen una función importante en 
el procesamiento de material orgánico en los cauces, ya que gracias a su hábito filtrador 
procesan finas partículas de materia orgánica disuelta que es captada de la columna de agua 
y concentrada en la materia fecal, que  finalmente sedimenta sirviendo de alimento a otros 
invertebrados. Dicho material en ausencia de la habilidad de fijación de los simúlidos sería 
arrastrado aguas abajo en el cauce eliminando entre otros la posibilidad de fertilizar el valle 
del río (Malmqvist et al 2004; Currie y Adler 2008). 
 
En cuanto al género Culicoides Latreille, pertenecientes a la familia Ceratopogonidae; a 
nivel mundial se cuentan 1300 especies validas (Borkent 2009), 266 de las cuales se 
encuentran en áreas neotropicales (Borkent y Spinelli 2007), y 114 especies registradas 
para Colombia (Spinelli et al 2009). Para alta montaña se han descrito por lo menos cuatro 
especies (Barreto 1986, Spinelli et al 2009). No obstante lo anterior el conocimiento real 
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sobre el numero de especies validas a la actualidad de este género es aun restringido, la 
información que proveen estos trabajos no esta actualizada y constantemente se están 
describiendo nuevas especies especialmente para el area del Neotrópico (Spinelli et al 
2009). Al igual que los simúlidos, algunas especies del género Culicoides han sido 
reportados como vectores de enfermedades principalmente para el ganado, y en menor 
medida para el hombre (Mellor et al 2000). Adicionalmente han sido incriminados en la 
transmisión de  Leucocytozoon (akiba) caullery (Akiba 1960; Hsu et al., 1973; Morii et 
al.,1989) en aves domésticas. Los Culicoides emplean una amplia variedad de criaderos 
tales  como aguas estancadas y aguas corrientes y en algunos casos hasta estiércol de 
animales; las larvas de estos insectos cumplen con una importante función en ecosistemas 
acuáticos y semiacuáticos por ser predadoras se alimentan de formas inmaduras de otros 
insectos sobre los cuales pueden llegar a ejercer un control poblacional.  
(_http://www.inbio.ac.cr/papers /Ceratopogonidae/ biting2.htm). Actualmente, al igual que 
en el caso de los simúlidos no existen registros de este género para el PNN Chingaza; por 
este motivo el objetivo de este estudio es hacer un levantamiento entomológico de insectos 
de la familia Simuliidae  y del género Culicoides en dicha área protegida. 
MATERIALES Y MÉTODOS 
El PNN Chingaza se encuentra situado en el macizo de Chingaza, una de las más extensas y 
altas culminaciones de la cordillera Oriental de Colombia. En conjunto con el Páramo de 
Sumapaz, constituye la mayor extensión de páramo del mundo. Chingaza tiene una 
extensión de 76.600 hectáreas; está ubicado en jurisdicción de los departamentos de 
Cundinamarca y Meta y comprende las cuencas de varios ríos. El parque se encuentra en un 
rango altitudinal entre los 800 y 4.020 msnm de altitud aunque  la mayoría de su territorio 
está por encima de los 3.000 msnm, altura correspondiente a páramo abierto  (Vargas y 
Pedraza 2004). También se encuentran selvas nubladas o alto andinas en las vertientes 
exteriores del macizo y la vertiente oriental del parque está cubierta por selvas subandinas. 
En la región se presenta una pluviosidad media anual de 1860 mm, régimen unimodal o 
biestacional hídrico; el período seco, es entre noviembre y marzo, con valores mínimos 
para enero y febrero; el  período húmedo, es entre abril y octubre con máximos entre junio 
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y julio. (INDERENA 1986). Las colectas fueron realizadas a partir de Diciembre de 2008 
hasta Octubre de 2009 cubriendo los periodos mencionados. 
 
Captura de estadios inmaduros  
La búsqueda  de estadios  inmaduros  de individuos de la familia Simuliidae se realizó en 
las quebradas Babilonia (4º37'37.6'', 73º43'36.6'', 3090 msnm),   Babilonia desembocadura 
del embalse (4º37'37.40.8'', 73º43'37.3'', 3040 msnm), Monterredondo (4º37'46.1'', 
73º43'29.7'', 3047msnm) y  Chuza punto El Diamante (4º38’41,4’’,73º44’43,9’’, 
3.076msnm). Los estadios inmaduros de simúlidos se capturaron en  piedras sumergidas y 
vegetación flotante en sitios con aguas torrentosas, de ríos y quebradas mencionadas, a 
partir de los cuales se hicieron series para obtener pupas, adultos,  o en su defecto  adultos 
farados, para posterior identificación. (Fig 1) Para la determinación de los ejemplares 
capturados se usaron reportes bibliográficos  y las descripciones originales las especies 
informadas en Colombia Muñoz de Hoyos  et al .1984, (Wigodzinski y Coscarón 1989, 
Bueno et al 1979, Moncada et al 1981, Muñoz de Hoyos  et al .1994, Coscarón y Muñoz de 
Hoyos 1995; Muñoz de Hoyos, 1995).  
Captura de formas adultas   
Para la captura de adultos de simúlidos y Culicoides se emplearon diferentes tipos de 
trampas: Brevemente la trampa de cebo animal empleada, es una modificación del diseño 
utilizado por Bennet y Coombs 1975, y consiste en una estructura de cinco metros de altura 
a manera de escalera, en cuyos peldaños se ubica una caja de cartonplast que lleva en su 
interior una jaula metálica en la cual se introduce un ave; para el caso especimenes Turdus 
fuscater, que sirvieron  como  atrayente para insectos hematófagos. El ave fue expuesta 
durante 20 minutos, al cabo de este tiempo la caja que cubre la jaula es cerrada, y los 
insectos son capturados por medio de un aspirador bucal a través de una manga de velo 
adherida al extremo izquierdo de la caja. Para efectos de la captura se hizo uso de una 
estructura con sus cinco trampas. En la trampa de cebo modificada se sustituyó la manga de 
velo por un ventilador conectado a una bolsa de velo colectora, así el espécimen cebo  pudo 
ser expuesto durante 40 minutos, además de ello se aplicó aceite en las paredes internas de 
1C
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la caja de cartonplast y por último se utilizaron pollos centinela en reemplazo de las mirlas 
negras, asegurando así la disponibilidad continua de un cebo animal. Estas trampas son de 
uso continuo. 
Las trampas denominadas Shannon son una variación del diseño original de éstas,  
planteado por Shannon 1939. La idea básica de esta adaptación es una caja con ventanas 
cubiertas con velo dentro de la cual se ubica el cebo bien sea el pollo o el dispositivo con  
hielo seco; dichas cajas poseen dos entradas y un agujero que corresponde a la manga por el 
cual se introduce el aspirador bucal para la captura de los insectos que queden atrapados 
dentro de ellas. Cada una de las cajas mencionadas se ubicó en una estructura similar a una 
escalera; donde se expuso un cebo y se mantuvo activado el dispositivo de hielo seco 
durante todo el día.  
 Las trampas CDC de luz funcionan con una batería que abastece una bombilla de luz día 
que sirve como atrayente, ubicada sobre un sistema ventilador - bolsa colectora. Los 
insectos atraídos por la luz se acercan a la bombilla y gracias a la  acción del ventilador, son 
succionados a la bolsa colectora. Para este estudio se hizo uso de dos trampas 
intercambiadas entre  en los puntos mencionados. Tres trampas de un modelo similar 
fueron modificadas para obtener las  trampas CDC de CO2, reemplazando el atrayente de 
luz, por un atrayente de CO2. estas trampas fueron puestas en funcionamiento durante todo 
el día y toda la noche. La Trampa Malaisse intercepta insectos bien sea voladores o 
terrestres, que son colectados en un envase que contiene una mezcla de jabón, agua y 
alcohol (Fig 2). Se emplearon tres trampas cuyos  tubos colectores fueron monitoreados 
aproximadamente cada seis horas, al cabo de las cuales los insectos son transferidos a 
envases con etanol 70  %, para su posterior determinación taxonómica.  
Por otro lado la actividad de jameo manual, se planteó en inmediaciones de los cuerpos de 
aguas corrientes muestreados. El Jameo en carro permite cubrir una distancia superior a la 
muestreada con jameo manual, aumentando la eficiencia  de captura. Esta técnica fue  
usada por Hellgren et al 2008, para la captura de insectos de la familia Simuliidae en 
cercanías  a las localidades de muestreo. Originalmente la técnica consiste en instalar una 
red de poro de forma cónica,  sobre el techo de un automóvil, de manera que al poner en 
funcionamiento el vehículo, los insectos quedan atrapados en la malla. Esta práctica se 
3
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modificó para fines de la investigación, adhiriendo jamas entomológicas en las ventanas de 
un automóvil para cumplir la misma función ya descrita. 
Finalmente,  durante el desarrollo del muestreo los investigadores fueron cebo accidental 
para algunos insectos lo que los constituyo en atrayentes humanos protegidos con 
consentimiento informado, por las condiciones de clima se encontraban vestidos con ropa 
de manga larga y muchas veces vistiendo guantes. Los insectos que se acercaban a dichos 
atrayentes  fueron colectados por medio de aspiradores bucales. 
Estas trampas fueron ubicadas en inmediaciones de las quebradas mencionadas además del  
Albergue Monterredondo (4º37'43.2", 73º43'30,5", 3049 msnm). Una vez colectados los 
insectos se sacrificaron en cámara letal con acetona y fueron embalados en viales eppendorf 
con sílica gel; mientras que las capturas realizadas con la trampa malaisse fueron 
almacenadas en etanol 70  %, la determinación se realizó con ayuda de las claves 
diagnosticas de Wigodzinski y Coscarón 1989, Bueno et al 1979, Moncada et al 1981, 
Muñoz de Hoyos  et al 1984  y Muñoz de Hoyos  1994 para Simúlidos y  para Culicoides 
las claves de Blanton  y Wirth 1979, Wirth y Blanton 1959, Spinelli y Wirth 1985 y  Wirth  
y Lee  1967. 
RESULTADOS 
Los individuos inmaduros de la familia Simuliidae capturados fueron clasificados como 
larvas con histoblasto y pupas. Posteriormente se determinaron las especies  a través de las 
características de los filamentos respiratorios en larvas  y pupas; y a través de la genitalia en 
adultos farados. De acuerdo con estos criterios se determinaron las siguientes especies:                                     
Género Simulium - Simulium anaimense. Coscaron y Muñoz de Hoyos 1995. Distribución: 
Colombia: Tolima: Páramo de Anaime; Cundinamarca: Páramo de Chisacá  3150-3700 
msnm (Muñoz de Hoyos 1994)  
Nuevos registros: Colombia. Cundinamarca. PNN Chingaza. Larvas y pupas,  Quebrada 
Monterredondo (4º37'46.1'', 73º43'29.7'', 3047msnm), Quebrada Babilonia (4º37'37.6'', 
73º43'36.6'', 3090 msnm) 19.01.2009 Leg: N. Matta .  1 Adulto hembra, Sendero Suassie 
(4º37’30,2’’; 73º43’39,1’’; 3.094) Jameo manual. 01.01.2009. Leg. I. Lotta 
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Género Simulium - Simulium furcillatum. Wigodzinsky y Coscarón 1982. Distribución: 
Colombia: Boyacá: PNN Iguaque, 2800 msnm; Aquitania, Laguna de Tota, 3400 msmn, 
Cundinamarca:   Páramo de Chisacá, 3150-3700 msnm, Páramo de Cruz Verde 3500 
msnm; Santander: Páramo de Berlín 3800 msnm. (Muñoz de Hoyos  y Miranda 2000) 
Nuevos registros: Colombia. Cundinamarca. PNN Chingaza. Larvas y pupas,  Quebrada 
Monterredondo (4º37'46.1'', 73º43'29.7'', 3047msnm) 29.05.2009.Leg. I. Lotta. Quebrada 
Chuza punto El Diamante (4º38’41,4’’,73º44’43,9’’, 3.076msnm) 29.05.2009 Leg.: S. 
Mantilla. Adultos, Refugio Monterredondo (4º37'43.2", 73º43'30,5", 3049 msnm) 
31.05.2009. Leg: R. Gutiérrez. Atrayente humano protegido con consentimiento informado.  
Género Simulium - Simulium muiscorum. Bueno, Moncada y Muñoz de Hoyos 1979. 
Boyacá: Aquitania, Laguna de Tota, 2970 msnm. Cundinamarca: Páramo de Chisacá, 3150-
3700 msnm; Páramo de Cruz Verde 3500 msnm. (Muñoz de Hoyos  y Miranda 2000). 
Nuevos registros: Colombia. Cundinamarca. PNN Chingaza. Larvas y pupas,  Quebrada 
Chuza punto El Diamante (4º38’41,4’’,73º44’43,9’’, 3.076 msnm). 25. 02. 2009. Leg. L 
Cifuentes. Adultos, Quebrada Chuza punto El Diamante (4º38’41,4’’,73º44’43,9’’, 
3.076msnm) 07.10.2009. Leg. RD Torres, Atrayente humano protegido con consentimiento 
informado.  
Esta especie es considerada como un sinónimo de Simulium townsendi por Hernández and 
Shelley (2005), sin embargo Adler y Crosskey (2009), la sigue considerando especie válida. 
Con respecto a  los individuos capturados de la especie similar a S. muiscorum, cabe anotar 
que se observó una variación en el número de filamentos respiratorios de la pupa, 
coincidentes con una variación en el histoblasto.  Esta variación presentada por  la mayoría 
de los especímenes, consiste en la presencia de agallas de filamentos cortos cuyo numero 
esta entre los 9 a los 12 filamentos. Adicionalmente se observaron pupas y larvas con 
diferente número de filamentos en el mismo individuo. Por otro lado, las disecciones 
realizadas a machos farados exhibieron genitalias coincidentes en la morfología a las 
especies S sumapasenze (Coscarón, S. y V. Py-Daniel 1989) y S muiscorum (Bueno, 
Moncada y Muñoz de Hoyos 1979) (Fig.3-8) 
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Género Gigantodax - Gigantodax ortizi Wygodzinski 1973. Distribución: Venezuela . 
Colombia. Boyacá: Páramo de Pisba, 3900 msnm; Santuario de Fauna y Flora de Iguaque, 
2860 msnm; Tota, 3300 msnm, Cundinamarca:   Páramo de Chisacá, 3150-3700 msnm; 
Páramo de Cruz Verde 3500 msnm, Páramo de Guasca, 3100 msnm (Muñoz de Hoyos  y 
Miranda 2000).  
Nuevos registros: Colombia. Cundinamarca. PNN Chingaza. Larvas.   Quebrada Chuza 
punto El Diamante (4º38’41,4’’,73º44’43,9’’, 3.076msnm). 25.02.2009. Led: S Mantilla 
Los individuos del genero Culicoides fueron determinados a través de la morfología de las 
alas, las sensilias celocóncicas, el número de espermatecas, la distancia interocular 
principalmente, con estas características se pudo establecer la presencia de la especie C. 
(Avaritia Fox) suarezi. Esta especie fue descrita por Rodríguez y Wirth 1986; sobre 
ejemplares hembras halladas en Cundinamarca, en el cerro de Monserrate, a una altura de 
3230 msnm  
Nuevos reportes: Colombia. Cundinamarca. PNN Chingaza. Adultos, Quebrada 
Monterredondo (4º37'46.1'', 73º43'29.7'', 3047msnm), Quebrada Babilonia (4º37'37.6'', 
73º43'36.6'', 3090 msnm), Quebrada Chuza punto El Diamante (4º38’41,4’’,73º44’43,9’’, 
3.076msnm). 09.10.2009. Led: L. Moncada. Atrayente humano protegido con 
consentimiento informado. 
Adicionalmente se capturaron especimenes del género Culicoides pertenecientes a una 
nueva especie para el mundo: Culicoides n. sp que se encuentra actualmente en descripción 
(Moncada et al 2010).  
Para la captura de las formas adultas se utilizaron 10 tipos de trampa. Se obtuvo un mejor 
resultado en la captura sobre atrayente humano con respecto a las otras trampas, de hecho la 
esta ultima fue launica que permitió la captura de simúlidos. Culicoides, fue capturado con 
trampas de cebo, trampas CDC CO2, CDC Luz, Shannon CO2, Malaisse y Jameo en carro 
(Fig 9.).   
En las colectas realizadas sobresale la abundancia de la especie  Culicoides suarezi sobre 
los adultos de la especie nueva y de la familia Simuliidae. Las observaciones preliminares 
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sobre los miembros de esta especie parecen indicar unas horas de mayor actividad, durante 
la mañana 6:30 a 8:00 a.m. y en las horas de la tarde en el periodo comprendido entre las 
16:00 a  18:00 horas. Por otro lado en cuanto a la familia Simuliidae parece haber un 
tropismo hacia la época de algunas especies, ya que  en temporada lluviosa la especie S. 
anaimense tiende a ser mas abundante que las demás (Datos no mostrados); mientras que la 
especie S muiscorum aparentemente aumenta su densidad  durante la temporada seca.  
Aspectos éticos 
Este proyecto se encuentra aprobado por el comité de ética de la Facultad de medicina de la 
Universidad Nacional de Colombia, Mediante acta Nº 13 del 09 de Octubre de 2008.  El 
estudio se realizó siguiendo las normas de ética para la investigación en animales, 
contemplada en las normas nacionales, ley 84 de 1989 y las internacionales como  el Real 
Decreto 223/1988 sobre la protección de los animales de experimentación y en el artículo 5 
del Convenio Europeo de 1986 sobre la protección de los vertebrados utilizados con fines 
experimentales y otros fines científicos, 
 
DISCUSIÓN 
Hasta el momento Estos son los primeros registros de  Culicoides y de simúlidos en el PNN 
Chingaza Chingaza,  de este modo este estudio contribuye al conocimiento sobre las 
especies presentes dicho parque.  
Estudios previos sobre la distribución de la familia Simuliidae indican la presencia de  las 
especies G. multituberculatum, G. ortizi, G. paramorum, G. siberianas, G. wygodzinsky, y 
S. muiscorum para el área de La Calera,  algunas de ellas pertenecientes al  río Teusacá 
(Wygodzinky y Coscarón 1989, Muñoz de Hoyos et al 1984, Muñoz de Hoyos et al 1994; 
Muñoz de Hoyos 1995).  Por otro lado en el sector del páramo de Chisacá, (Sumapaz) se 
registra la presencia de  G. basinflatus, G. brevis, G. osornorum, S. sumapazense, S. 
bicornutum y S. furcillatum (Coscarón 1984; Campos et al., 1990; Muñoz de Hoyos et al 
1994; Muñoz de Hoyos 1995). Las áreas mencionadas de ubican en cercanías del PNN 
Chingaza, donde se registran las especies  G. ortizi, S. furcillatum, S. anaimense y  S. 
muiscorum y S. sp.1 El registro de S. anaimense es un nuevo registro para Cundinamarca, 
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pues esta especie solo había sido vista en el departamento del Tolima. Con respecto a las 
otras especies, aunque no se puede afirmar su ausencia en el área del parque, dadas las 
condiciones actuales de calidad de aguas en el río Teusacá, se plantea la desaparición de la 
mayoría de las especies registradas para esta localidad originalmente.   
La determinación morfológica de especies en  la familia Simuliidae,  se basa principalmente 
en la conformación de los histoblastos a nivel de larvas que corresponden a los filamentos 
respiratorios en las pupas. Para los adultos las genitalias masculinas es el carácter más 
importantes para tal fin. En la especie determinada como Simulium muiscorum,  se 
observan  una gama de presentaciones en los filamentos respiratorios desde aquellos que 
coinciden con la descripción del insecto hasta mezclas en el número de los mismos que 
pueden ser consideradas  variaciones en dichos caracteres, una de estas variaciones en un 
macho farado tiene algunos caracteres de la genitalia, como la forma del basímero y el 
distímero similares a las de S. sumapasenze, (Coscarón y Py-Daniel, 1989; Muñoz de 
Hoyos, 1996)  y filamentos respiratorios cercanamente similares a   Simulium muiscorum 
(Fig. 3-7). Los Simúlidos son un grupo que presenta especies crípticas (Croskey et al 
1981), además de considerarse un grupo que constantemente esta sufriendo procesos de 
especiación; lo que le hace muy diverso. Es probable que Simulium sp. 1 sea o un complejo 
de especies o una especie que está en el proceso de especiación y por tanto presenta una 
alta variación.  
Para poder discernir si S. muiscorum es especie válida o es sinónimo de S. townsendi o 
corresponde a un complejo de especies, se deben utilizar técnicas de Biología molecular, 
para ver si las variaciones morfológicas se ven reflejadas en el genoma de los insectos. 
Previamente se han reportado para esta familia  variaciones en caracteres morfológicos de 
individuos que pertenecían a una misma especie, lo que hace que no se pueda determinar 
con exactitud a través de herramientas morfológicas de que especie se trata (Edwards 
1920). En sentido estricto, no se podría decir que este es un caso de especies crípticas pues 
los individuos son diferenciables entre si, por otro lado  aparentemente una explicación 
posible de esta variación puede ser  un proceso de especiación, sin embargo con la 
evidencia presentada, no se puede afirmar la existencia de dicho proceso.  Aunque se ha 
observado que estos individuos se encuentran en 3 de los 4 puntos de muestreo, sin 
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embargo fueron hallados en otros 4 puntos no registrados en la metodología. Hasta el 
momento no se pueden relacionar otras variables comportamentales a las morfologías 
descritas. El uso de herramientas moleculares, combinadas con la morfología para este caso 
pueden ser de gran utilidad; recientes estudios han confirmado la validez de algunas 
especies previamente consideradas sinónimas a través de el gen COI (Day et al 2008). Este 
gen también ha sido de utilidad para sustentar teorías que explican pequeñas variaciones en 
la morfología, relacionadas con la estructura genética de una especie y su distribución 
geográfica (Walton et al 2000, Pramual et al 2005).  Sin embargo, a este respecto  se 
recomienda el uso de varios genes para este fin, entre los cuales 
http://www.barcoding.si.edu/ ). La Rue et al (2009) recomiendan el uso de ITS2, en doble 
dimensión. 
Del mismo modo, el gen COI ha sido utilizado para aclarar el status de especie en los casos 
de especies crípticas de individuos del género Culicoides, ya que estos individuos también 
son susceptibles de presentar especies crípticas, en cuyo caso la determinación morfológica 
se ve limitada (Meiswinkel et al 2004, Páges y Sarto 2005). La importancia de estas 
especies  radica en el  papel que juegan como vectores de varias enfermedades (Mellor et al 
2000).  
Los individuos pertenecientes al género Culicoides capturados en el PNN Chingaza fueron 
determinados a través del patrón de manchas de las alas, la posición de las setas celocónicas 
de las antenas, el número y características de las espermatecas en cada una de las especies 
halladas. Con respecto a la nueva especie Culicoides n. sp. (en descripción). Finalmente 
como contribución al conocimiento sobre las especies de insectos presentes en alta 
montaña, se plantea como perspectiva la obtención de las secuencias referentes a COI de 
los individuos hallados en el PNN Chingaza.  
Por otro lado,  para capturar simúlidos adultos  se han empleado varias técnicas que se 
proponen  de acuerdo con las información que se desee obtener (Crosskey et al 1981). En 
este estudio debido a la carencia de información al respecto a la presencia y 
comportamiento de las especies de  simúlidos  y Culicoides del área, se hizo uso de varios 
métodos que permitieren capturar el mayor número de adultos posible. La literatura plantea 
el uso de trampas con cebo animal para la captura en especies de Simúlidos potencialmente 
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vectoras (Anderson y Defoliart 1961, Bennet y Coombs 1975); así en este estudio se 
empleó una modificación de la trampa de Bennet y Coombs 1975. Para este caso la trampa 
funcionó con pollos centinela como cebos  para la captura. Esta trampa no dio el resultado 
esperado, debido posiblemente al diseño de la misma, pues aparentemente algunas especies 
de simúlidos son dadas a alimentarse en áreas abiertas (H. L. com. pers.), en este caso las 
dimensiones de la caja eran pequeñas, adicionalmente algunas especies escapan a la menor 
señal de disturbio (Service 1981), lo que pudo interferir en la captura al momento de sellar 
la trampa. Otra explicación puede hallarse en el tamaño del ave pues según Malmqvist et al 
2004, hay un tropismo aparente de estos insectos a aves de un tamaño medio, condición que 
no cumplían la mayoría de cebos empleados para esta tarea. Dentro de los atrayentes 
utilizados en este estudio esta el atrayente humano protegido con consentimiento informado 
(Service 1981,Sato et al 2009), con el cual se obtuvieron los mejores resultados, estos 
resultados coinciden con los reportados para estas especies porque prefieren individuos de 
tez oscura o en su defecto con prendas de vestir oscuras (Crosskey 1955,  Hocking y 
Richards 1952 Hocking y Hocking 1962), similares a las utilizadas por algunos de los 
investigadores en campo. No hubo capturas con trampas de CO2  (Crosskey 1981), trampas 
de luz (Davies y Williams 1962),  y jameo en carro (Davies y Roberts 1976, Malmqvist et 
al. 2003, Hellgren et al  2008). Los resultados obtenidos pueden deberse principalmente a 
que estas trampas han sido diseñadas para otras areas geográficas, y en muchos casos 
diseñadas sobre el conocimiento que existe sobre contadas especies (Crosskey 1981). No 
obstante los resultados se puede resaltar la obtención de información relacionada con el 
comportamiento de las especies presentes; en general los individuos capturados  
presentaron hábitos diurnos y un  marcado comportamiento mamofílico. 
En cuanto a Culicoides, también se ha hecho uso de trampas de cebo animal,  CDC de CO2, 
trampas de succión y CDC de luz. No obstante Culicoides parece tener un comportamiento 
marcadamente antropofílico dada la cantidad capturada con aspirados bucal sobre atrayente  
humano protegido; y al igual que lo informado para simúlidos parece que la ropa de color 
oscuro es el mejor atrayente, de hecho aparentemente las trampas que se basan en el uso de 
este tipo de atrayentes parecen presentar un mejor rendimiento en la captura de estos 
insectos. Para estos insectos se observaron dos posibles picos de actividad durante el día, el 
primero entre las 6:00 am y las 8:00 am y el segundo pico entre las 16:00 y las 18:00.  
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Finalmente el hallazgo de estos géneros no reportados con anterioridad en el área resulta 
útil en la búsqueda y posterior incriminación de posibles vectores de enfermedades como el 
Leucocytozoon sp. registrado recientemente en aves  del parque (Rodríguez et al 2009), lo 
que ayudará a establecer la importancia como patógeno de estos parásitos dentro de la 
dinámica poblacional de las aves, programas de control y vigilancia encaminados a la 
conservación de las poblaciones de aves silvestres de la zona.  
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Fig. 1: Método de almacenamiento y Cría de Simúlidos: los individuos  fueron extraídos de piedras, hojas 
troncos flotantes, las larvas que tuviesen histoblasto fueron almacenadas en Etanol 96%, mientras que las otras 
fueron llevadas a un acuario que pretendía simular las condiciones de cría natural. Estas ultimas permanecían alli 
hasta desarrollar histoblastos  o en su defecto hasta la formación de la pupa. Las pupas fueron llevadas a tubos de 
eclosión individual asegurando la correspondencia del adulto con la exhuvia 
  62
 
 
 
    
                                  
 
                         
 
 
 
Fig 2: Métodos de captura de formas adultas de Culicoides y simúlidos: A. Trampa de Cebo. B. Trampa de Cebo Modificada. C. Trampa Shannon pollo  D. Trampa 
Shannon CO2 E. Trampa Malaisse  F. Trampa CDC CO2   G. Tampa CDC luz H. Jameo Carro  I.  Atrayente humano protegido con consentimiento informado. El jameo 
manual no aparece en esta imagen 
A 
B  C  D E
F  G  H  I 
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Fig. 3-8: Variaciones de los individuos capturados similares a S. muiscorum. 3. La forma de la pupa 
(zapato)  es igual en todos estos individuos 4. El adulto tiene características similares en el color del 
cuerpo para estos individuos  5. Filamentos respiratorios de la pupa, para este individuo se cuentan 12, 
como es característico en S. muiscorum (Bueno, Moncada y Muñoz de Hoyos 1979)  6.  Filamentos 
respiratorios de la pupa, para este individuo se cuentan 9, diferente de todas las especies descritas con esta 
morfología 7. Genitalia del macho. La forma y disposición del basimero y ditimero son similares a los 
reportados para S. sumapasenze (Coscarón, S. y V. Py-Daniel 1989). 8. Genitalia del macho. La forma y 
disposición del basimero y distimero son similares a los reportados para  S. muiscorum (Bueno, Moncada 
y Muñoz de Hoyos 1979)   
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Fig 9: Captura de individuos de la familia Simuliidae y el género Culicoides con diferentes tipos de trampa. 1. Trampa de Cebo. 
2. Trampa de Cebo Modificada. 3. Trampa Shannon CO2 4. Trampa Shannon pollo 5. Tampa CDC luz 6. Trampa CDC CO2   7. 
Trampa Malaisse 8. Jameo manual 9. Jameo Carro  10. Cebo Humano protegido. 
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Artículo 3 
Culicoides lisicarruni, new species from the Páramo of Colombia(Diptera: 
Ceratopogonidae) 
 
1Moncada L.I., 1Lotta I A, 3,4Carrasquilla MC., 2Matta N.E. , 5Spinelli G. 
 
1 Facultad de Medicina, Departamento de Salud Pública; Universidad Nacional de Colombia-Sede 
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Bogotá  3Instituto Nacional de Salud, 4 Centro Internacional de Entrenamiento e Investigaciones 
Medicas-CIDEIM Cali-Colombia.5Consejo Nacional de Investigaciones Científicas y 
Técnicas CONICET- Argentina 
 
OBJETIVOS 
Realizar un levantamiento entomológico de Simuliidae o Ceratopogonidae ornitofílicas de la 
zona. 
Determinar especies o complejos de especie de miembros de la familia Simuliidae o 
Ceratopogonidae en el Parque Nacional Natural Chingaza 
 
Este artículo será sometido a la Revista Colombiana de Entomología para su publicación 
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Culicoides lisicarruni, new species from the Páramo of Colombia 
(Diptera: Ceratopogonidae) 
 
1Moncada L.I., 1Lotta I A, 3,4Carrasquilla MC., 2Matta N.E. , 5Spinelli G. 
 
1 Facultad de Medicina, Departamento de Salud Pública; Universidad Nacional de Colombia-Sede 
Bogotá.,   2 Facultad de Ciencias, Departamento de Biología Universidad Nacional de Colombia-Sede 
Bogotá  3Instituto Nacional de Salud, 4 Centro Internacional de Entrenamiento e Investigaciones 
Medicas-CIDEIM Cali-Colombia.5Consejo Nacional de Investigaciones Científicas y 
Técnicas CONICET- Argentina 
RESUMEN 
Se describió una nueva especie de Culicoides del subgénero Diphaomyia Vargas, proveniente 
de el Parque Nacional Natural  Chingaza, un ecosistema de alta montaña en los Andes 
Colombianos.  La especie es comparada con un congénere similar,  C. marinkellei Wirth & 
Lee.  
Palabras clave: Culicoides, new species, Taxonomy, Daily activity, Páramo, PNN Chingaza 
  
 
Abstract. 
 
A new species of Culicoides of the subgenus Diphaomyia Vargas from high altitudes of the 
Andes in Colombia is described and photographied. The species is compared with its similar 
congener C. marinkellei Wirth & Lee. Data on the collecting site and notes on the species 
daily activity are also provided. 
 
Key Words: Culicoides, new species, Taxonomy, Daily activity, Páramo. PNN Chingaza 
 
INTRODUCTION 
 
Biting midges of the genus Culicoides Latreille are notorious blood-sucking pest of 
man and animals throughout the world (Wirth et al., 1988). Borkent & Spinelli (2007) 
recorded 266 from the Neotropical Region and nine species were subsequentely described.  
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Seventy of these species are miserable pests of humans and domestic animals and seven of 
them serve as vectors of a variety of diseases, summarized by Borkent & Spinelli (2007). 
Spinelli et al. (2009) reviewed the genus for Colombia, listing 114 species that are 
know to occur and 66 suspected of being in the country. The purpose of this paper is to 
describe a new species of the subgenus Diphaomyia Vargas recently collected at the high 
altitudes of the Chingaza National Natural Park   
 
 
MATERIAL AND METHODS 
 
Specimens were slide mounted in Canada balsam and photographied using a Nikon 
CCTV Camera for SMZ800 stereomicroscope. Types of the new species are deposited in the 
collection of Instituto de Ciencias Naturales (ICN) de la Universidad Nacional de Colombia;  
and paratypes in the collection of the División Entomología, Museo de la Plata, Argentina 
(MLPA).  
Terms for structures follow those used in the Manual of Nearctic Diptera (McAlpine 
et al. 1981). Terms for wing veins follow the system in the Manual of Nearctic Diptera, with 
modifications proposed by Szadziewski (1996). Names of veins are in upper case and those 
cells in lower case. Pale areas in cell r3 posterior to or immediately distal to second radial cell 
are called poststigmatic pale spots. Four abbreviated terms are used in the text: antennal ratio 
(AR) is the combined length of the five distal flagellomeres divided by the combined length 
of the eight proximal ones; palpal ratio (PR) is the length of the third palpal segment divided 
by its greatest width; proboscis/head ratio (P/Hratio) is the length of the proboscis measured 
from the distal end of the labrum-epipharynx to the anterior margin of the tormae, divided by 
the distance measured from the anterior margin of the tormae to the median hair socket 
between the eyes; costal ratio (CR) is obtained by dividing the length of the costa by wing 
length, measuring both from the level of the basal arculus of the wing. 
 
Culicoides lisicarruni n. sp. 
 
 Diagnosis.- The only species of the subgenus Diphaomyia with sensilla coeloconica 
on flagelomeres 1, 9 (10), 11-13, and with 2 pale spots in cell cua1, the smaller abutting vein 
CuA1, while the largest is very narrowly separated from wing margin. 
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Description of female.- 
Head (Fig. 1) dark brown. Eyes bare, interocular distance equal to diameter of two 
ommatidia. Flagellum brown, flagellomeres joints pale, flagellomeres 1-12 bottle-shaped, 
flagellomere 13 subcylindrical; AR 0.72 (n=13). Sensilla coeloconica on flagelomeres 1, 9 
(10), 11-13 (n= 10). Palpus dark brown; third segment subcylindrical, slightly swollen 
distally with small, round, deep, apical sensory pit; PR 3.09 (n= 12); P/H  1.01 (n= 10). 
Mandible with 13-17 teeth (n= 9). 
Thorax :Scutum, scutellum dark brown. Legs dark brown, fore and midfemora with 
subapical pale rings, tibiae with subbasal pale rings; hind tibial comb with four spines, first, 
second spines from spur longest, subequal (Fig. 2). Wing (Fig. 3) with contrasting pattern; 
length 1.61 (1.40-1.70, n=11) mm; width 0.72 (0.65-0.96, n=11) mm; CR 0.56; second radial 
cell in dark spot; one rounded pale spot lying just distal to r-m crossvein; r-m crossvein dark; 
two small, rounded poststigmatic pale spots in r3 lying slightly obliquely, posterior one not 
attaining M1; one distal, transverse pale spot in r3 not abutting wing margin nor M1; two 
rounded pale spots in m1, distal one broadly separated from wing margin; one distal pale spot 
in m2 very narrowly separated from wing margin; m2 with other two small, rounded, pale 
spot, one behind pale spot situated posterior to medial fork, other in front of cubital fork; cua1 
with two pale spots, smaller abutting CuA1, posterior one very narrowly separated from wing 
margin; anal cell with two distal pale spots, basal indistinct pale area. Macrotrichia spread on 
distal 2/3, extending also to base of anal cell. Halter pale brown.  
Abdomen. Dark brown. Two ovoid, unequal spermathecae with sclerotized necks, 
(Fig. 4) measuring 63 by 42 μm, 59 by 38 μm (n=11); rudimentary third, sclerotized ring 
present. 
 
Male.- Unknown.  
 
 Types.- Holotype female, Colombia, Chingaza National Natural Park, Monterredondo 
Station, edge of Babilonia river, 3200 m, 26-II-2009, I. Lotta – R. Gutiérrez, human protected 
bait. Paratypes 5 females, as follows: same data as type, 4 females; same data except 27-II-
2009, I. Lotta – S. Mantilla, CDC CO2 trap, 1 female. 
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 Distribution. and Bionomics.- The species is known only from the type-locality. 
 The Chingaza Natural National Park (CNNP) is a very extensive area. The maximum 
temperature at the high altitude area, the Páramo, ranges between 10 and 12 ºC, while the 
minumun between -2 and 0 ºC. The dry season extends from November to March, and the 
rainy one from April to October.  
 Culicoides lisicarruni shows to peaks of activity, one in the daybreak from 06:00 to 
08:00 am, and the other during the dusk from 05:00 to 06:00 pm. Some specimens were 
observed on a stone as resting places near the stream where the specimens were collected. 
Species density was higher during the rainy season. S 
 
 Etymology.- The specific ephitet was constructed on the basis of the initials of the 
first names of the people involved in the specimens collection. 
  
Taxonomic Discussion.- The subgenus Diphaomyia Vargas includes 21 species, 12 
Neotropical, 7 Nearctic and 2 from India (Borkent, 2010). Two of the Nearctic species, C. 
edeni Wirth & Blanton and C. haematopotus Malloch reach the Neotropics arising to 14 the 
number of species inhabiting this biogeographic region, nine of which share the small 
rounded pale spot lying just distal to r-m crossvein. Of these, C. marinkellei Wirth & Lee, a 
species also inhabiting the Colombian Páramo, exhibits a wing pattern almost identicall to C. 
lisicarruni except for the cell cua1 with only one rounded distal pale spot, lacking the small 
pale spot lying near the cubital fork.  
The presence of two pale spots in cell cua1 in combination with the peculiar 
distribution of the sensilla coeloconica on flagellomeres 1, 9, 11-13 and rarely on 10, readily 
distinguishs C. lisicarruni from the remaining species of the subgenus. 
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Fig. 1. A: Cabeza marron oscura , vease la distancia interocular. B. Flagelómero con sensilia 
celocónica (flecha)  
Fig. 3: Morfología del ala. Vease la doble mancha 
blanca en la celda M4  
Fig. 2: Peine tibial posterior presenta 4 
espinas.     
Fig. 4: Morfología de la espermateca: Anillo 
esclerotizado y espermateca  rudimentaria 
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Artículo 4 
Detección molecular de  Leucocytozoon sp  en individuos del género 
Culicoides n sp presentes en el Parque Nacional Natural (PNN) Chingaza: 
Implicaciones en la transmisión. 
 
1Lotta I.A., 2Matta N.E., 1Moncada L.I., 3,4Carrasquilla M.C. 
1 Facultad de Medicina, Maestría en Infecciones y Salud en el Trópico; Universidad Nacional de 
Colombia-Sede Bogotá.,   2 Facultad de Ciencias, Departamento de Biología Universidad Nacional de 
Colombia-Sede Bogotá  3Instituto Nacional de Salud, 4 Centro Internacional de Entrenamiento e 
Investigaciones Medicas-CIDEIM Cali-Colombia. 
 
OBJETIVO 
 
Determinar la presencia del parásito Leucocytozoon sp. en Simúlidos o Culicoides del PNN 
Chingaza. 
 
Este artículo será sometido a Journal of Parasitology para su publicación 
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Detección molecular de  Leucocytozoon sp  en individuos del género 
Culicoides n sp presentes en el Parque Nacional Natural (PNN) Chingaza: 
Implicaciones en la transmisión.   
 
1Lotta I.A., 2Matta N.E., 1Moncada L.I., 3,4Carrasquilla M.C. 
1 Facultad de Medicina, Maestría en Infecciones y Salud en el Trópico; Universidad Nacional de 
Colombia-Sede Bogotá.,   2 Facultad de Ciencias, Departamento de Biología Universidad Nacional de 
Colombia-Sede Bogotá  3Instituto Nacional de Salud, 4 Centro Internacional de Entrenamiento e 
Investigaciones Medicas-CIDEIM Cali-Colombia. 
RESUMEN 
Los reportes para Colombia, al igual que para otros países Neotropicales  de la prevalencia de 
infección por Leucocytozoon han sido muy bajos, haciendo pensar constantemente que en 
esta región no existían vectores susceptibles de infectarse y transmitir el parásito. Sin 
embargo, un reciente estudio demostró, que la prevalencia de Leucocytozoon sp.  en el Parque 
Nacional Natural (PNN) Chingaza tenía cifras comparables a las reportadas para el  Neártico. 
Los vectores incriminados  más frecuentemente a nivel mundial en la transmisión de este 
hemoparásito son miembros de la familia simuliidae y solo se ha reportado un caso 
implicando como vector a Culicoides arakawae El objetivo del presente estudio fue evaluar 
la presencia del hemoparásito Leucocytozoon sp. en fauna hematófaga del PNN Chingaza. Se 
realizó levantamiento de dicha fauna entre los meses de Diciembre de 2008, Enero, Febrero, 
Marzo, Julio y Octubre de 2009. Miembros de la familia simuliidae, y del género Culicoides 
fueron identificados y posteriormente disectados para ser evaluar la presencia de 
Leucocytozoon sp , mediante la amplificación del gen Citocromo b del hemoparásito. 
Productos de la amplificación con pesos moleculares esperados fueron purificados y 
secuenciados.  Alineamiento manual y bioinformática arrojo una similitud del  78.2% con las 
especies  L. fringilinarum y L. Dubreuili.  Nuestros resultados sugieren que el potencial 
vector de este parasito en el área de  muestreo del PNN Chingaza  es Culicoides n.sp. Este es 
la primer reporte de insectos hematófagos infectados naturalmente con Leucocytozoon sp,  
para Colombia. De especial interés resulta el hallazgo del parásito en una especie de 
culicoides pues hasta el momento solo se había probado la  transmisión de L. caulleryi por 
parte de individuos de este género. Adicionalmente el hecho de que Culicoides n. sp, 
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endémica de páramo esté siendo asociado a la transmisión de este parásito en el Neotrópico, 
indica que aparentemente en este ecosistema, el género culicoides puede ser quien ocupa el 
nicho en la transmision. Este es el primer estudio analizando la relación parásito-vector en el 
modelo hemoparásitos aviares de vida silvestre en Colombia. 
INTRODUCCIÓN 
La Leucocytozoonosis  es una infección parasitaria de aves, transmitida por vectores, el ciclo 
de vida de dichos parásitos ha sido caracterizado para aproximadamente 1/3 de las especies 
descritas (Valkiunas, 2005). En países como Estados Unidos, Canadá y Tailandia produce 
grandes pérdidas económicas a la industria avícola (Morii et al.,1992). 
A nivel mundial, se han incriminado como los principales vectores a miembros integrantes de 
la familia Simuliidae (Skidmore 1932, Bennet 1960, Valkiunas 2005) la excepción es L. 
caulleryi que es transmitido por insectos del género Culicoides a aves de corral en países 
asiáticos como Tailandia y Japón  (Akiba 1960, Lee et al.,1969,  Yu y Wang 2001). El 
insecto se infecta al alimentarse de un ave parasitada, ingiriendo gametocitos que, 
posteriormente se diferencian a micro y macrogametos en el intestino del vector. El proceso 
de la exflagelación inicia justo en el momento en que se presenta la picadura del insecto, 
depende entre otras variables  de las concentraciones de oxigeno y CO2 en dicho momento, y 
principalmente de la temperatura; pues en temperaturas menores a 15 ºC este proceso 
raramente ocurre (Roller y Desser 1973). Una vez ocurrido este proceso, se presenta la 
fecundación por parte del microgamento al macrogameto en el intestino del insecto. Luego de 
la fecundación, se da origen a una estructura móvil denominada zigoto que se transforma en 
un ookineto móvil, el cual migra activamente  hacia la capa de células epiteliales del  
intestino medio del insecto. Una vez el ookineto ha alcanzado la lamina basal de dichas 
células, se transforma en un ooquiste, de donde posteriormente se liberarán los esporozoítos 
que migran a las glándulas salivares, y serán inoculados a la próxima ave, cuando el insecto 
se alimente (Valkiunas 2005).    
 Colombia cuenta actualmente con registros de  48 especies del género Simulium y 14 especies del 
género Gigantodax.  para ecosistemas de páramo se encuentran reportadas no menos de  24 especies 
entre Simulium y Gigantodax. (Muñoz de Hoyos  y Miranda  2000). En cuanto a los individuos de 
Género Culicoides , se han registrado 114 especies para Colombia (Spinelli et al.,2009; asi mismo  en 
ecosistemas de alta montaña se han descrito por lo menos cuatro especies, no obstante la información 
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acerca de este ultimo no esta actualizada.(Barreto 1986, Spinelli et al.,2009). Los registros 
mencionados tanto de simúlidos como de culicoides pertenecen a areas geograficas con condiciones 
ecologicas similares, pero diferentes al PNN Chingaza. Este estudio arrojo los primeros registros de la 
presencia de individuos de la familia Simuliidae y el género Culicoides para es parque en mencion. 
Para Leucocytozoon sp. han sido reportados  gradientes latiudinales, que indican hasta el 
momento una asimetría en la distribución  entre los dos hemisferios (Merino 2008), donde las 
altas prevalencias se presentan en la zona Holártica del planeta; mientras que en el hemisferio 
sur, estas especies habían sido vistas solo en aves migratorias (Bennet y Borrero 1976, 
Valkiunas 2005).  Estudios sobre Leucocytozoon sp., en Colombia, indican una prevalencia 
similar a la registrada por Bennet y Borrero  1976 y  Valkiunas 2003, para regiones bajas y 
cálidas del país (Rodríguez & Matta 2001, Matta et al., 2004, Basto et al, 2006). Sin 
embargo, en el ecosistema de páramo, en el PNN Chingaza, ubicado a 3090 msnm  
Rodriguez 2001, registró una prevalencia del 21,3 % de infección por este parásito. Esto 
plantea la existencia de un insecto capaz de infectarse con Leucocytozoon y mantener su 
transmisión en el área mencionada. El objetivo del presente estudio fue evaluar la presencia 
del hemoparásito Leucocytozoon sp. en especímenes de la familia Simuliidae, o del género 
Culicoides, mediante herramientas moleculares, con miras a caracterizar el ciclo de 
transmisión de este hemoparásito en el ecosistema de páramo. 
Tradicionalmente la deteccion de la infeccion tanto en los hospederos como en sus vectores 
se hacia a traves de microscopía (Valkiunas 2005). Estos metodos a pesar de ofrecer grandes 
ventajas han sido complementadas con el desarrollo de las técnicas moleculares, en especial 
la  PCR. A este respecto se han desarrollado una serie de métodos basados en amplificaciones 
genes tanto nucleares como mitocondriales del parasito, observandose mejores resultados con 
estos ultimos.  El genoma mitocondrial evoluciona 5 a 10 veces mas rápido que el nuclear, 
además intrínsecamente sus genes tienen una tasa de variación diferencial. Aunque la 
secuencia del  gen cit b para Leucocytozoon aun no ha sido completamente secuenciada, este 
gen ha sido  ha sido ampliamente utilizado como marcador molecular a nivel de especie. 
(Simon et al., 1994, Omori et al., 2008) 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
Muestra y caracterización del hábitat 
El muestreo de los posibles vectores de Leucocytozoon sp., se llevó a cabo en  sectores del  
Parque Nacional Natural Chingaza un área de 76600 Ha.  ubicado en jurisdicción de de los 
departamentos de Cundinamarca y Meta. Dicho parque se encuentra en un rango altitudinal 
entre los 800 y 4.020 m de altitud aunque  la mayoría de su territorio está por encima de los 
3.000 msnm, altura correspondiente a páramo abierto (Vargas y Pedraza 2004). En el área  se 
presenta un régimen  biestacional hídrico; en el que el periodo seco comprende los meses de 
Noviembre a Marzo, con valores de pluviosidad mínimos para enero y febrero; y el  período 
húmedo a su vez comprende los meses de  Abril a octubre con precipitaciones máximas entre 
junio y julio. (Fig 1) (INDERENA 1986). El área se encuentra rodeada de agua corrientes, 
poco eutroficazas  que representan el hábitat propicio de insectos Simuliidae también se 
encuentran microhábitat adecuados para el desarrollo de culicoides, quienes emplean una 
gran variedad de lugares para el desarrollo de su ciclo de vida. (Fig. 2)En el area se presenta 
una humedad relativa que oscila entre 80 y 88% (INDERENA 1986).  En la mayor parte de 
Chingaza las temperaturas máximas medias oscilan entre 12 y 14 ºC y las temperaturas 
mínimas oscilan medias alcanzan valores de hasta -2 ºC, además se registran durante todo el 
año valores por debajo de los 0 ºC (Vargas & Pedraza 2004). Las colectas fueron realizadas 
entre de Diciembre de 2008 hasta Octubre de 2009.  
Los puntos de muestreo establecidos en el parque fueron en su mayoría cercanos a cuerpos de 
agua corriente como  la quebradas Babilonia (4º37'37.6'', 73º43'36.6'', 3090 msnm),   
Babilonia desembocadura del embalse (4º37'37.40.8'', 73º43'37.3'', 3040 msnm), 
Monterredondo (4º37'46.1'', 73º43'29.7'', 3047 msnm) y  Chuza punto El Diamante 
(4º38’41,4’’,73º44’43,9’’, 3.076 msnm). Adicionalmente se ubicaron  trampas en el  
Albergue Monterredondo (4º37'43.2", 73º43'30,5", 3049 msnm) y el sendero Suassie 
(4º37'37.6''N; 73º43'36.6''W).   
Son escasos los registros de captura de insectos en páramo, por tal motivo se utilizaron 
diversos tipos de trampa, buscando un amplio rango de captura. Para la captura de adultos de 
simúlidos y Culicoides se emplearon trampas con diferentes principios de funcionamiento, 
algunas con atrayentes (Cebo animal, CO2, luz) y otras inespecíficas. Las trampas de cebo 
animal usadas son modificadas a partir del diseño de  Bennet y Coombs 1975. Esta trampa, 
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está constituidas por una escalera de cinco metros con cinco jaulas cubiertas con cajas 
plásticas colgadas de cada peldaño, en cada jaula se expone un cebo animal que correspondió 
a la mirla negra, o pollo  durante 40 minutos.  Se utilizó también una modificación de la 
trampa Shannon 1939, en el interior de estas cajas se expuso un cebo animal o una fuente de 
CO2;  los insectos son capturados por medio de un aspirador bucal en la periferia de la caja.   
Las  trampas CDC de CO2 , también fueron colectados especímenes que se acercaba a los 
investigadores en campo. Dichos insectos fueron colectados por medio de aspiradores bucales. 
Las trampas mencionadas con anterioridad se utilizaron continuamente. A diferencia de estas,  
dos  trampas CDC de luz en la que una bombilla de luz día sirve como atrayente y tiene un 
diseño similar a las de CDC de CO2, fueron  ubicadas durante la noche . En cuanto a las 
trampas inespecíficas, la trampa Malaisse, se emplearon tres trampas cuyos tubos colectores 
fueron monitoreados aproximadamente cada seis horas, al cabo de las cuales los insectos son 
transferidos a envases con etanol 70  %, para su posterior determinación taxonómica. El 
jameo manual y el jameo en carro  se realizó a los lugares cercanos a fuentes de agua y 
lugares de ubicación de trampas. (Fig. 3) 
Una vez colectados los insectos se sacrificaron en cámara letal con acetona y fueron 
embalados en viales eppendorf con sílica gel y en etanol a 70%. 
La identificación taxonómica se realizó con  base en las claves de Wigodzinski y Coscarón 
1989, Bueno et al 1979, Moncada et al 1981, Muñoz de Hoyos  et al 1984  y Muñoz de 
Hoyos  1994 para Simúlidos y  para culicoides las claves de Blanton  y Wirth 1979, Wirth y 
Blanton 1959, Spinelli y Wirth 1985 y  Wirth  y Lee  1967 
Extracción ADN  
Los preeliminares de estandarización de extracción de ADN y amplificación de la secuencia 
5´del gen de Citocromo b del parásito, se realizaron para el hemoparásito Haemoproteus  sp, 
que infecta palomas. Este protocolo, al igual que el protocolo para  el diagnóstico de 
Leucocytozoon sp., se efectúa por medio de una PCR anidada: dichos protocolos comparten 
las condiciones y los primers de la primera reacción de amplificación.  El método entonces 
fue entonces estandarizado en ADN de sangre de palomas infectadas con Haemoproteus sp. 
diagnosticadas medio de extendido sanguíneo.   
Aves: Las muestras de sangre fueron tomadas por punción de la vena braquial (Valkiunas 
2005) y anticoaguladas con  EDTA. Posteriormente se realizó la extracción de DNA 
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genómico por el Método de Fenol Cloroformo (Sambrook et al 1989). Brevemente, se 
descongela la sangre a  una temperatura de 37 ºC, tomando 300 µl de muestra, que es 
transferida a un vial con el mismo volumen de PBS estéril. Se centrifuga a 5400 rpm por 15 
minutos, se descarta el sobrenadante se agrega 1 ml de  buffer de lisis (Tris- HCl pH 8.0, 
EDTA 0.5M, SDS 10 %). Se aplica Proteinasa K [20 mg/ml]. Incubar durante 18 horas en un 
baño de maría a 56 °C. Posteriormente se dejan enfriar los viales  a temperatura ambiente, y 
se adiciona a cada uno 3 µl de RNAsa A [20 mg/ml], por 30 minutos a temperatura ambiente.  
Se centrifuga a 12000 rpm por 5 minutos a 4 °C,  se divide el contenido de cada uno en dos 
partes iguales que serán transferidas a tubos limpios donde se les aplicará una cantidad de 
Fenol: Cloroformo: Alcohol Isoamílico (25:24:1). Se centrifuga a 12000 rpm por 10 minutos 
a 4°C,  se extrae el sobrenadante transfiriéndolo a un tubo limpio, donde se  aplica 1 ml de 
Cloroformo: Alcohol Isoamílico (24:1). Esta mezcla se  centrifuga a 12000 por 10 minutos a 
4 °C, el sobrenadante es  transferido  a un tubo limpio donde se le aplica 1 ml  etanol 
absoluto: acetato de amonio (9:2), para ser  incubado  durante una hora a -80 °C, al cabo de 
este tiempo se centrifuga a 12000 rpm por 10 minutos a 4 °C. Finalmente se descarta el 
sobrenadante y  al precipitado se le realizan dos lavados con 1 ml de etanol 70 %  y se deja 
secar el precipitado a temperatura ambiente, para ser resuspendido en  Buffer TE estéril. 
Insectos: Después de la captura los insectos se dividieron en lotes de 30 individuos a partir de los 
cuales se realizo la extracción de ADN (Marchon et al., 2007, Hellgren et al., 2008); dichos 
individuos  posteriormente  se fraccionaron en cabeza-tórax (parte anterior) y abdomen (parte 
posterior) para Culicoides, para Simúlidos se mantenían los segmentos finales. Las alas de los 
Culicoides y las alas de los simúlidos y Culicoides fueron mantenidas y etiquetadas con su respectivo 
código con el fin de mantener los testigos de los insectos, estos especimenes están depositados en el 
laboratorio de entomología de la Universidad Nacional de Colombia. 
La extracción de ADN fue realizada con el Kit  de extracción de DNA geonómico  ZR 
Insect/Tissue DNA Kit-5TM , ZYMO RESEARCH según las instrucciones del fabricante. 
Estandarización condiciones de amplificación de Leucocytozoon sp. 
Para la amplificación específica de Leucocytozoon sp. se realizó una PCR anidada (Hellgren 
et al.,2004) con algunas modificaciones brevemente, La primera reacción  hizo uso de los  
primers sugeridos por Bensch et al. 2000 HaemNFI 
(5´CATATATTAAGAGAAITATGGAG-3´) HaemNR3  (5´-
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ATAGAAAGATAAGAAATACCATTC-3´) en un volumen final de 25 µl, así: 1 µl de ADN 
genómico, 1,25 mM de cada uno de los  dNTP`s (Invitrogen), 0,6 µM de cada primer, 3,0 
mM de  MgCl2, Buffer PCR 1X, y 0,125 U/ µl de Taq Polimerasa (GoTaq® DNA 
Polymerase- Promega). Se utiliza una temperatura inicial de denaturación de 94ºpor 3 min., 
seguido de 20 ciclos de 94ºC por 30 segundos, 50ºC por 30 segundos y 72ºC por 45 
segundos; para finalizar con una temperatura de extensión de 72º por 10min. (Hellgren et 
al.,2004).  
Para la segunda reacción de PCR se utilizó 2 µl del producto purificado de la primera PCR 
como ADN plantilla, y las mismas concentraciones de la mezcla ya mencionadas; usando los 
primers HaemFL (5´-ATGGTGTTTTAGATACTTACATT-3´) y HaemR2L (5´-
CATTATCTGGATGAGATAATGGIGC-3´) (Hellgren et al.,2004);  el perfil utilizado para 
esta reacción consiste en una temperatura inicial de denaturación de 94ºpor 3 min., seguido 
de 35 ciclos de 94ºC por 30 segundos, 52.1ºC por 30 segundos y 72ºC por 45 segundos; para 
finalizar con una temperatura de extensión de 72º por 10min. El producto de PCR de la 
primera amplificación fue purificado antes de realizar la segunda PCR como lo ha sugerido  
Szollozi et al., 2008. Como control negativo de la reacción se utilizó el ADN proveniente de 
las patas de los insectos, control positivo se utilizó ADN de mirla infectada con 
Leucocytozoon, y  como control de reacción se hizo uso de agua libre de nucleasas 
sustituyendo la muestra. El producto final esperado de 470 bp fue purificado (PCR Clean-Up 
System (Promega Corporation. Woods Hollow Road. Madison USA) y secuenciado. 
Para asegurar que las amplificaciones negativas se debieren a la ausencia del parasito, y  n a 
la calidad del ADN, se realizaron amplificaciones con del gen COI. Para los simulidos se 
utilizaron los primers LCO1490 y HCO2198 (Folmer et al., 1994) con el protocolo sugerido  
por Day et al., 2008, y para culicoides, se amplifico este mismo gen con los primers C1-N-
2191 y  C1-J-1718 reportados por Simon et al.,  1994 y modificados por Dallas et al., 2003; 
utilizando el protocolo sugerido por Páges 2009.  
Secuencia 
Las secuencias fueron corregidas manualmente por medio del programa  Sequencher 4.7 (Gene Codes 
Corporation, Ann Arbor, MI), posterior a ello estas secuencias fueron alineadas por medio de Blastn y 
Blast X, para encontrar similitudes con las secuencias del citocromo b del parasito reportadas con 
anterioridad.  
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Aspectos éticos 
Este proyecto se encuentra regido por la ley 84 del 27 de Diciembre de 1989, y ha sido  
aprobado por el comité de ética de la Facultad de medicina de la Universidad Nacional de 
Colombia, según acta Nº 13 del 9 de octubre 2008. 
RESULTADOS 
Colecta de Mosquitos  
Durante el periodo de muestreo se colectaron en total 990 insectos pertenecientes a cuatro 
especies, de las cuales Culicoides suarezi presenta el 70% de la colecta, seguido de 
Culicoides n. sp, y las dos especies de simúlidos.  Adicionalmente pudo observarse que el 
atrayente humano con consentimiento informado presenta una colecta superior en abundancia 
a las demás trampas, no obstante para los individuos del género Culicoides, la trampa CDC 
CO2 presenta una captura cercana al 20% del mismo modo superior a otras trampas utilizadas 
en este estudio (Tabla 1) 
Observaciones adicionales indican una abundancia superior de individuos de la especie 
Culicoides suarezi sobre los adultos de Culicoides n sp. y de la familia Simuliidae 
independientemente de la época de muestreo  
Para la identificación taxonómica de los especímenes del género Simulium se observaron los 
siguientes caracteres la longitud del ala, el  color del cuerpo, cabeza y patas, y la morfología 
de las genitalias de los machos. 
 Los individuos del género Culicoides  fueron determinados a través de la morfología de las 
alas, el número de espermatecas, la presencia de espermatecas rudimentarias, la  ubicación de 
las  sensilias celocónicas, y la distancia interocular. De acuerdo con estas características se 
pudo establecer la presencia dos especies del género en mención: Culicoides suarezi y  
Culicoides n.sp, esta última es una especie nueva para el mundo y se encuentra actualmente 
en descripción. 
Diagnóstico de la infección en Simúlidos o Culicoides sp. 
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En total fueron capturados 5 especímenes del género Simulium, 292 de la especie Culicoides 
n.sp y 693 individuos de la especie Culicoides suarezi.  Se organizó por tal motivo 1 grupo de 
simulidos con los ejemplares colectados, 4 de Culicoides  n.sp  y 11 de C. suarezi¸ además se 
tuvo en cuenta el tipo de trampa donde fueron colectados. 
Los insectos fueron disectados y se les separó cabeza-tórax, patas y abdomen. Se procedió a 
realizar extracción de ADN y amplificación del extremo 5´del gen de Citocromo b de 
Leucocytozoon sp.  los amplicones fueron observados en gel de agarosa al 2%, teñido con 
Bromuro de Etidio . Fueron consideradas como positivas las muestras en las cuales se 
presentó amplificación en las partes del insecto correspondientes a cabeza –tórax, y abdomen.  
Se obtuvo amplificación en abdomen y tórax –cabeza de 2 grupos de la especie Culicoides n 
sp. Las demás especies resultaron a la amplificación del parásito. (Tabla 2).    
DISCUSIÓN 
La identificación de un vector de Leucocytozoon para el Neotrópico es fundamental para diseñar 
estrategias de control que permitan la protección de la biodiversidad no solo de aves residentes, sino 
tambien migratorias que eventualmente entren en contacto con dicho parásito. 
Se ha registrado una alta frecuencia de infección por el hemoparásito Leucocytozoon en el PNN 
Chingaza (Rodríguez 2003). Esta frecuencia se ha mantenido alta en la población  de Turdus fuscater, 
del área (Matta et al.,2009, Datos no publicados.), planteando la existencia de un insecto capaz de 
infectarse y mantener el ciclo de transmisión en un ave residente del parque. Los vectores 
incriminados a nivel mundial de esta parásito son en su mayoría simúlidos y  en el caso de L caluleryi, 
insectos del género Culicoides. Insectos de estos géneros no habían sido registrados en el parque 
previamente. Debido a esto se planteó el uso de varios métodos de trampeo para la captura de 
individuos con hábito hematófago.  
El método de captura que presento una mayor efectividad fue el atrayente humano con consentimiento 
informado, sin embargo,  aunque se observó un comportamiento marcadamente antropofílico para los 
individuos de los géneros Culicoides y Simulium capturados en el estudio,  específicamente  para el 
género Culicoides se registraron capturas en la trampa de cebo animal, lo que sumado al resultado de 
las amplificaciones indica indirectamente la ornitofília de los mismos.  Con respecto al tropismo 
observado en los insectos  estos resultados son coincidentes con la metodología usada por Sato et 
al.,2009, en la que se hace uso de atrayente humano protegido para la captura de simúlidos posibles 
vectores de Leucocytozoon en una región alpina del Japón. En cuanto a las capturas realizadas con la 
trampa de cebo animal los resultados de este estudio pueden ser asociados a la preferencia que 
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presenta esta especie a picar el areas abiertas (Barrow et al., 1968). Con base en estas observaciones 
posiblemente el diseño de la trampa de cebo no favoreció la captura de los simúlidos. 
En respuesta al objetivo que se planteo para este estudio, las amplificaciones realizadas para el 
diagnóstico de Leucocytozoon sp. indican la presencia de individuos portadores de este parasito dentro 
de los grupos evaluados de Culicoides n. sp. Dado el criterio propuesto para considerar un resultado 
positivo y teniendo en cuenta  el ciclo de vida del parasito en el insecto, la amplificación positiva en el 
sector tórax- cabeza de los individuos evaluados sugiere el exitoso desarrollo de dicho ciclo de vida 
en estos insectos. Una amplificación positiva en el sector del abdomen implica que el insecto se 
alimento de sangre infectada con el parásito, mientras que una amplificación en el sector del tórax y la 
cabeza supone la llegada de los esporozoitos a las glándulas salivares del insecto.  Por otro lado los 
simúlidos evaluados resultaron negativos para la presencia del parasito, esto pudo deberse a que es 
una muestra pequeña, y en algunos casos en una población de simúlidos solo unos pocos están 
infectados con el parasito (Barrow et al.,1968). Adicionalmente el hecho de que estos  insectos hayan 
sido  capturados en cercanías a un cuerpo de agua corriente, con atrayente humano protegido; podría 
sugerir que se trata de hembras recién apareadas en busca de alimento o en su defecto individuos que 
hasta el momento no se hayan alimentado de aves infectadas. La mayoría de insectos vectores de 
Leucocytozoon se refieren a miembros de la familia Simuliidae y muy especialmente a miembros de 
los generos Simulium, Prosimulium y Cnephia (Skidmore 1932, Bennet 1960,  Andreson  y Defoliart  
1962, Bennet y Coombs 1975, Valkiunas 2005, entre otros), mientras que los individuos del género 
Culicoides han sido implicados en la transmisión de solo una de las especies de este parasito, L. 
caulleryi en  Tailandia y Japón (Akiba 1960, Morii 1989, Yu y Wang 2001). El hallazgo de especies 
de Culicoides infectadas con una especie de Leucocytozoon diferente a L. caulleryi, sugiere que los 
individuos que pertenecen a dicho género pueden al menos infectarse y eventualmente transmitir otras 
especies del parásito como sucede en el caso de los simúlidos. Este planteamiento convierte a la 
especie  Culicoides n. sp., en una candidata fuerte en la implicación de la transmisión de dicho  
parasito en vida silvestre.  En coincidencia con lo anterior, los resultados obtenidos en cuanto a la 
captura de insectos hematófagos en el área muestreada, revelan la abundancia de las especies del 
género Culicoides sobre los especímenes de la familia Simulium. Esta abundancia de Culicoides 
coincide con las altas prevalencias registradas para el área del parasito (Rodríguez et al., 2009), lo que 
podría ser visto como un  gradiente biológico.  
A pesar de haber probado varias metodologías para la captura de simúlidos, solo se capturaron 5 
especimenes. Técnicas de captura similares  han sido empleadas con esta mismo fin en áreas 
geográficas distintas en condiciones ecológicas diferentes a las observadas en alta montaña. Debido a 
esto, este estudio no descarta que los simúlidos presentes en el PNN Chingaza, puedan efectivamente 
infectarse y transmitir el parasito, por lo que adicionalmente muchas especies de simúlidos, 
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incluyendo aquellos que no son considerados ornitofílicos, han sido incriminados en la transmisión de 
Leucocytozoon sp. Aparentemente las restricciones para el desarrollo del parasito en algunos casos 
son más ecológicas que fisiológicas  (Desser y Yang, 1973).  
Estudios actuales del grupo relación parásito hospedero: modelo hemoparásitos aviares están 
encaminados a incrementar el esfuerzo de captura de simúlidos.  
 
Se ha presentado evidencia  que sugiere  a la especie  género Culicoides n. sp como  vector del 
parásito en el area de muestreo. Algunos de estos individuos fueron capturados con trampa de cebo, 
además de ello en las  capturas realizadas sobresale la abundancia de los individuos de este género, 
sobre los simúlidos lo que concuerda con las altas parasitemias observadas en el parque.  Las 
secuencias obtenidas de las amplificaciones realizadas en el tórax- cabeza y abdomen de los 
individuos que resultaron positivos, tienen una similaridad del  78% con secuencias de proteínas del 
Citocromo B de  Leucocytozoon fringillinarum y Leucocytozoon dubreuili. No obstante la secuencia 
de nucleótidos no parece tener similitud con ninguna de las secuencias reportadas en GeneBank para 
este  parásito,  esto podría explicarse a partir de diferencias en el uso codónico de estas secuencias, 
que dan origen al cit b del parásito. Sin embargo con las observaciones realizadas  aun no se puede 
señalar a ningún organismo como vector de Leucoytozoon sp. Adicionalmente a pesar de que los 
individuos del género Culicoides han sido incriminados en la transmisión de L. cauleryi,  aun no se 
conoce la competencia como vector de Culicoides n. sp.  Culicoides arakawe., ha sido ha sido 
incriminado en la transmisión de L. cauleryi; el ciclo de vida de este parasito difiere en ciertas 
condiciones del ciclo de vida de Leucocytozoon fringillinarum y Leucocytozoon dubreuili en el 
hospedero, no obstante y aunque aun no se conoce con certeza el ciclo que sufre dentro de C. arakawe 
(Yu et al., 2001 ), podría pensarse que la parte del ciclo que sucede dentro del vector sea similar en las 
especies de Culicoides potencialmente vectoras del parásito. 
Con respecto a la incriminación de algún insecto hematófago en el área de muestreo, además de las 
observaciones previamente referenciadas y como perspectiva de este trabajo, queda la obtención de  
pruebas confirmatorias del éxito del ciclo de vida del parasito en el insecto, evidenciando ya sea por 
medio de métodos moleculares o morfológicos la existencia de los estadios infectantes del parasito en 
las glándulas salivares del insecto. Del mismo modo se debe probar el hábito alimenticio de dichas 
especies y la capacidad vectorial de las mismas. Adicionalmente en miras a la conservación de la 
fauna aviar del PNN Chingaza, se recomienda el monitoreo de las prevalencias de la infección en los 
hospederos y en los posibles vectores.  
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Fig. 1: Precipitación Mensual (mm) año 2009: El máximo de precipitación se encuentra entre los meses Junio y 
Julio, el mínimo esta hacia Diciembre. Datos suministrados por la Empresa de Acueducto y Alcantarillado de 
Bogotá EAAB.  
 
 
 
Fig. 2: Ubicación del PNN Chingaza entre los departamentos de Cundinamarca y Meta. El estudio se desarrolló 
principalmente sobre el área de Monteredondo (Flecha) 
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Fig 2: Métodos de captura de formas adultas de Culicoides y simúlidos: A. Trampa de Cebo. B. Trampa de Cebo Modificada. C. Trampa Shannon pollo  D. Trampa 
Shannon CO2 E. Trampa Malaisse  F. Trampa CDC CO2   G. Tampa CDC luz H. Jameo Carro  I.  Atrayente humano protegido con consentimiento informado. El jameo 
manual no aparece en esta imagen 
A 
B  C  D E
F  G  H  I 
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Tabla 1: Porcentajes de capturas de  especies de simúlidos y Culicoides colectados con las diferentes trampas en el PNN Chingaza. 
 
 
Especies  Trampa de Cebo 
Trampa 
de Cebo 
Modificad
a 
Trampa 
Shannon 
CO2 
Trampa 
Shannon 
pollo 
Tampa 
CDC luz 
Trampa 
CDC 
CO2 
Tampa 
Malaisse 
Jameo 
Manua
l 
Jameo 
carro AHPCI 
 
Porcentaj
e 
 
S. furcillatum 
 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
 
0,10% 
 
Simulium 
 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 
 
0,4% 
 
C. suarezi  
 
1 6 1 0 4 158 4 0 3 516 
 
70% 
 
Culicoides 
n.sp. 
 
1 20 11 0 0 4 0 0 1 255 
 
29,5% 
 
 
0,202% 
 
 
2,626% 
 
1,21% 0 0,4% 16,36% 0,4 0 0,4 78,38% 
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Tabla 2 : Relación de grupos obtenidos con las especies de simúlidos y Culicoides colectados en el PNN Chingaza ,  los resultados de la 
amplificación para el diagnóstico de Leucocytozoon sp  y algunas observaciones acerca de la conformación de estos grupos. 
 
 
Género/ Especie Total de Capturas 
Positivos/ Numero 
de grupos 
Observaciones 
Simulium 5 0/1  
Culicoides n sp 292 2/4 
El grupo Cl4 positivo para Leucocytozoon sp corresponde a individuos 
colectados con atrayente humano  protegido con consentimiento 
informado. El grupo Cl1 positivo para Leucocytozoon sp corresponde a 
individuos capturados con trampa de cebo y CDC CO2 
Culicoides suarezi 693 0/11  
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DISCUSIÓN 
 
La identificación de los componentes claves del ciclo de transmisión de un agente 
infeccioso, así como su caracterización son herramientas básicas, para diseñar 
programas de control, medidas sanitarias, medidas ecoturísticas que protejan la vida de 
especies silvestres residentes, migratorias, así como la comunidad que eventualmente 
pueda tener contacto con dicho agente. 
Rodríguez 2003, demostró la presencia del hemoparásito Leucocytozoon sp., en una 
inusual prevalencia en el PNN Chingaza. Estudios previos sobre la distribución de este 
parásito indican un gradiente latitudinal en el que las mas altas prevalencias se 
presentan en la región Neartica, mientras que para el Neotropico, en regiones bajas y 
calidas, Leucocytozoon sp., había sido registrado básicamente en aves migratorias 
(Basto et al., 2006; Merino 2008). Las prevelencias elevadas de este parásito  en un 
ecosistema Neotropical como el páramo de Chingaza, es de especial relevancia no solo 
por el hallazgo en si, dado que mimetiza prevalencias reportadas en el Neártico que 
difieren de lejos de los reportes en el Neotrópico (Valkiunas 2005), sino por las 
condiciones biogeográficas mismas del lugar de hallazgo.  
El ecosistema de páramo es exclusivo de Neotrópico y representa nichos ecológicos 
únicos en el mundo (I. A. v. H. 1998), no solo para las aves, los vectores sino para los 
ciclos de transmisión y relación parásito-hospedero que allí puedan ocurrir de este modo 
este hallazgo debe llamar nuestra tención acerca del potencial de conocimiento por 
explorar en estos ecosistemas. El PNN Chingaza, es un ecosistema de alta montaña, 
cuyo territorio esta en su mayoría sobre los 3000 msnm, altura a la cual se considera 
páramo abierto (Vargas y Pedraza, 2004). El parque abarca las cuencas de varios ríos, y 
en general tiene una gran cantidad de cuerpos de agua corriente poco intervenidos, que 
presentan las condiciones idóneas para el desarrollo de estadios larvales, de uno de los 
principales vectores incriminados a nivel mundial en la transmisión de este 
hemoparásitos miembros de la familia Simuliidae. En Colombia  están presentes los 
géneros Simulium y Gigantodax (Muñoz y Miranda 2000),  siendo este último endémico 
de alta montaña.  
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La presencia de una elevada prevalencia del hemoparásito Leucocytozoon sp., 
circulando en aves del PNN Chingaza seis años después de su primer registro, indica un 
proceso de transmisión activa en la zona del parque muestreada. Una vez, determinado 
que el ciclo de transmisión del hemoparásito Leucocytozoon sp., se encuentra activo 
incluso con niveles similares de infección en la especie Turdus fuscater, el presente 
estudio logra analizar los hallazgos histopatológicos de la infección de Leucocytozoon 
en esta especie, que es la más frecuentemente infectada, y que al parecer mantiene una 
relación parásito-hospedero amigable, pues su población en el parque por observación 
directa, no se ha diezmado.  Aunque se desconoce el impacto real de infecciones por 
hemoparásitos en vida silvestre, si se conoce su impacto en algunas poblaciones 
cautivas o de producción (Akiba 1960; Morii et al., 1989; Valkiunas 2005).  Donde se 
han observado hallazgos como anemia, hepato y esplenomegalia, decaimiento 
alteraciones en los periodos de canto, y podría esperarse que esto mismo ocurra en vida 
silvestre, pues son parásitos intracelulares que ocasionan alteraciones morfológicas 
considerables, y por tanto deben alterar el tránsito de dichas células por órganos con 
sistema reticuloendoletial como el hígado y el bazo. Una constante en todos los estudios 
en vida silvestre han sido las bajas parasitemias, que si difieren significativamente de 
las parasitemias en animales modelo como canario o patos o animales en condiciones de 
stress como animales en zoológicos, esto podría explicar las aparentes diferencias en la 
sintomatología entre estos últimos casos y lo observado en vida silvestre, que en últimas  
afecta directamente el comportamiento y la adaptación del organismo portador. 
Significativo para nuestro país y para el conocimiento del ciclo de transmisión del 
hemoparásito a nivel mundial es el hallazgo de pooles de Culicoides sp. n. positivos a 
las pruebas de amplificación del parásito, pues a la fecha el único Leucocytozooide que 
es transmitido por un miembro de la familia Ceratopogonidae es L. caulleryi. Son varios 
los indicios que fortalecen la propuesta que Culicoides sp. n. sea potencialmente el 
vector en esta zona geográfica 1. La abundancia y número de capturas de estos insectos, 
incluso sobre los simulidos  2. Captura de insectos en trampas de cebo animal con ave, 
que indirectamente supone hábito ornitofílico 3. Amplificación positiva del parásito en 
pooles.  
Los parásitos identificados tanto por análisis morfométricos como por secuencia 
corresponden a L. frigillinarum y L. dubreuili transmitido por S. aureum, será por tal 
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objeto de estudio, la relación de este parásito con su potencial vector, pues a la fecha es 
claro que una especie de simúlido puede transmitir más de una especie de 
Leucocytozoon, pero no es claro si el mismo parásito puede ser transmitido por más de 
una especie de insecto, hallazgo que si ha sido demostrado para otros parásitos como 
Leishmania y Trypanosoma (Fausto et al., 2001, Vallejo et al., 2007, Pàges et al., 2005, 
http://www.fiocruz.br/chagas_esp/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?sid=16). También como 
para otras especies de Haemosporidios como Plasmodium y Haemoproteus. Esto 
explicaría el hecho de que se presente infección en aves neotropicales,  muchas de ellas 
lejanas tanto geográfica como taxonómicamente de los hospederos originalmente 
determinados para las especies de Leucocytozoon. (Greiner, et al.,  1975, Waldeström, 
et al., 2002) La especificidad  a nivel de especie en un parasito puede tener un costo a 
nivel de supervivencia, de este modo podría pensarse que leucocytozoon este variando 
este comportamiento desfavorable del mismo modo que aparentemente lo han hecho 
otros Haemosporidios (Waldeström, et al., 2002).  
Un interrogante que sale a la luz con estos hallazgos de Leucocytozoon circulando en 
Páramos, es especto al origen de este parásito. Valkiunas 2005 plantea que  
Leucocytozoon es de origen Neotropical, desde donde colonizó el Neártico gracias a que 
el parasito se adaptó a una temperatura de exflagelación inferior a los 15ºC. Aquí surge 
la pregunta pues aun no se sabe si el parásito desapareció del todo del area Neotropical, 
o mantuvo su ciclo de transmisión en condiciones ecológicas  similares a las del 
Neártico (i.e el Páramo). Dada su estrecha relación con las aves migratorias Rodríguez 
2003 planteó que este parasito pudo haber reingresado en el area Neotropical, portado 
por las aves migratorias y que se adaptó dada la disponibilidad de un posible vector y  la 
similitud ecológica que estas presenta el ecosistema de Páramo con algunos de los 
ecosistemas montañosos del Neártico (Greiner et al., 1975). El PNN Chingaza, 
representa un excelente nicho para aves migratorias por tal motivo ha sido considerado 
IBA (Important Bird Áreas) y un sitio RAMSAR, Irán 
(http://www.ramsar.org/cda/en/ramsar-home/main/ramsar/1%5E7715_4000_2__). En 
Colombia el 35% de las aves acuáticas son migratorias entre las cuales se cuentan 72 
especies boreales y 6 australes; anualmente el parque recibe especies migratorias tales 
como Dendroica fusca, Falco columbarius, Actitis macularius, y Wilsonia canadensis  
provenientes de varios lugares del Neártico (BirdLife International 2006).  Se planteó 
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por tanto un contacto cercano de aves migratorias, con las aves residentes del parque y 
un posible vector; lo que en suma podría dar lugar al establecimiento de un ciclo de 
transmisión. Aun no se puede afirmar con certeza si se trató de una reinserción pues no 
existen registros de extinciones masivas en la fauna aviar del parque, ni se observa el 
comportamiento altamente virulento típico de un parasito que ha sido recién insertado a 
una población (Van Riper et al 1986). Estudios encaminados a determinar la asociación 
de estas aves migratorias como posible fuente de Leucocytozoon deben ser adelantados 
Finalmente, en miras a la conservación de la biodiversidad la leucocytozoonosis en aves 
endémicas del PNN Chingaza puede ser un caso analizado desde una disciplina 
emergente: la medicina de la conservación, cuyo objetivo es como su nombre lo dice  la 
conservación de la biodiversidad y el logro el restablecimiento de la salud de los 
ecosistemas naturales y de todos sus componentes. Esta disciplina intenta conciliar el 
estudio de la salud de las especies animales y los seres humanos, argumentando que la 
pérdida del estado de salud en cualquiera de estos componentes puede impactar 
negativamente en los otros. Es así como debe resaltarse que un factor común con 
respecto a muchas de las enfermedades humanas de renombre actual (Encefalitis el Nilo 
Oeste, influenza aviar,  entre otras) presentan un común denominador asociado a las 
poblaciones de aves silvestres, el estado se conservación y la salud de las mismas. 
Este estudio aporta los primeros registros de la presencia de  S anaimense, S muiscorum, 
S sp1, S. furcillatum,  G ortizi,  C. suarezi.  Para el Páramo de Chingaza, Así mismo y 
demostrando el alto potencial de biodiversidad en el ecosistema de páramo, este estudio 
reporta una especie nueva para el mundo: C. lisicarruni. Este estudio se logró la 
estandarización de una metodología molecular para Colombia para la detección del 
hemoparásito Leucocytozoon sp. en muestras de sangre, tejido y pooles de insectos y 
plantea un potencial vector para la zona. 
Todos los hallazgos aquí presentados refuerzan la necesidad de conocer la biodiversidad 
en grupos como insectos y parásitos, explotando condiciones únicas en el mundo como 
es el ecosistema de Páramo. También demuestra que existe mucho potencial por 
analizar en la relación parásito-hospedero: Modelo hematozoarios aviares. 
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CONCLUSIONES 
 
1. Las prevalencias de infección de Leucocytozoon sp. en Turdus fuscater (87,5%) en el 
presente estudio son similares a las reportadas por Rodríguez 2003 en la misma especie, 
lo que indica una transmisión activa del parásito en la zona de muestreo. 
2. Las parasitemias son bajas, concordando con reportes previos para el país y el 
Neotrópico. 
3. El parásito circulante en Turdus fuscater por morfología y análisis de secuencia 
corresponden a las especies de Leucocytozoon fringillinarum y L. dubreuili. 
4. Aunque se encontraron formas evolutivas del parásito en encéfalo y pulmón, no se 
encontró una respuesta inflamatoria asociada, esto asociado con el comportamiento 
observado durante el tiempo de manipulación del ave, parece indicar una relación 
parásito-hospedero amigable. 
5. En el presente estudio se estandarizó una metodología molecular para la identificación 
de parásitos causantes de malaria aviar: Plasmodium sp. Haemoproteus sp.  y 
Leucocytozoon sp. tanto en muestras de sangre y tejido de aves infectadas como en 
pooles de insectos. 
6. Como producto de esta investigación, se reportaron  tres especies pertenecientes al 
género Simulium y una especie del genero Gigantodax para el PNN Chingaza: S. 
furcillatum, S. anaimense y  S. muiscorum G. ortizi  Se registró la especie  
Culicoides  suarezi  para el área. Estos son los primeros registros para este parque de la 
presencia de los géneros mencionados.  
7. Se realizó la descripción de una especie nueva para el mundo del género Culicoides,  
relacionada además con la transmisión de Leucocytozoon sp. en el área de muestreo. 
8.  Con  respecto a las observaciones realizadas sobre el comportamiento de las especies  
de simúlidos y Culicloides registradas, pudo determinarse que estas especies presentan 
actividad  predominantemente diurna. Por otro lado  pudo observarse   una tendencia 
hacia la mamofília de algunas de las especies halladas, y con Culicoides sp.n. Se 
demuestra indirectamente su hábito ornitofílico, pues logra detectarse este hemoparásito 
exclusivo de aves en los pooles analizados por PCR.  
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9. Las trampas con mejores números de capturas  fueron la trampa de CDC +CO2 y el 
AHPCI, la trampa de cebo animal, a pesar se emitir también CO2 no mostró resultados 
comparables, muy probablemente asociado con el hábito de insectos como los 
Simúlidos a no entrar en espacios cerrados o pequeños. 
10. Agrupaciones de Culicoides n. sp. mostraron amplificación positiva tanto en tórax como 
en abdomen para secuencias de Citocromo b del hemoparásito Leucocytozoon, 
sugiriendo que este pudiera ser un vector potencial de este hemoparásito en esta zona 
geográfica. 
11. Las secuencias obtenidas de amplificaciones de Leucocytozoon  tanto en  órganos como 
en insectos presentan una similaridad superior al 50% con la proteina del Citocromo B 
del parásito, con respecto a las secuencias registradas en GeneBank. 
12. Se estandarizó la metodología de amplificación del gen COI para insectos del género 
Culicoides y la familia Simuliidae  
13. Las condiciones biogeográficas exclusivas del ecosistema de páramo, permiten 
relaciones tróficas diferentes a las exploradas en otras regiones del mundo, para 
conocimiento de los autores es el primer estudio de relación parásito-hospedero-vector 
realizado en ecosistema de páramo.  Los resultados del presente estudio permiten 
abordar una nueva variable en estudio de la malaria aviar y sus componentes bióticos en 
vida silvestre 
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PERSPECTIVAS 
Como perspectivas de este estudio se plantea un monitoreo de l comportamiento de la infección 
por Leucocytozoon sp  en aves residentes del parque. Adicionalmente se desarrollarán los 
estudios correspondientes para la incriminación de Culicoides n. sp. y/o  otro insecto 
hematófago del área  como vector de este parásito, de este modo se  recomienda examinar las 
otras especie hematófagos del parque en busca de la infección.  
Para la efectiva captura de especimenes ornitofílicos simúlidos y Culicoides se plantea mejorar 
el diseño de las trampas de acuerdo al comportamiento y necesidades de estos insectos.  Para 
ello se desarrollarán estudios de actividad de picadura  y estacionalidad de los individuos de los 
géneros en mención  además de realizar una exhaustiva  búsqueda de los sitios de reposo para 
simúlidos y culicoides de la zona. Con estas herramientas se pretende obtener información 
acerca de la existencia de alguna relación de preferencia de los insectos hematófagos hacia 
algún grupo específico de aves. 
Por otro lado en los paramos existe un alto endemismo en los insectos que allí habitan, lo que 
puede ser causal de un proceso constante de especiación; dadas estas condiciones.  Posiblemente 
debido  a esto se ha presentado una variante en individuos el género Simulium, que han sido 
denominados sp1. Con respecto a ellos se platea la  determinación  el estatus taxonómico de las 
variantes mencionadas. 
Finalmente se plantea una posible comparación de la presencia, estado y demás variables de la 
infección por Leucocytozoon sp., en otros ecosistemas de páramo. Para este efecto se ha puesto 
en marcha un estudio que contempla todas estas variables en el Parque Nacional Natural Los 
Nevados, Laguna del Otún; un ecosistema de páramo poco intervenido que al igual que el PNN 
Chingaza, figura dentro de la Convención Ramsar.  
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